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Résumé 
La convertase à proprotéine furine est exprimée de façon ubiquiste chez les vertébrés. 
Elle est impliquée dans la maturation d'un éventail très large de substrats dont 
certains jouent un rôle de premier plan dans le processus de chondrogenèse. Dans le 
but de déterminer l'implication de la furine dans ce processus, nous avons utilisé la 
lignée cellulaire préchondrocytaire ATDC5. Il s'agit d'un modèle établi de 
différenciation chondrocytaire in vitro. Des essais de différenciation de la lignée 
cellulaire ATDC5 ont permis d'observer une augmentation dans les niveaux 
d'expression d' ARNm de la furine parallèlement aux niveaux d' ARNm du collagène 
de type II et de Sox9. Ce dernier est un facteur de transcription essentiel pour la 
formation de cartilage et qui porte ~n motif de liaison à l' ADN de type HMG. Les 
essais de transfections transitoires effectués avec un plasmide contenant la région 
codante de la protéine Sox9 ont démontré que cette dernière avait la capacité 
d'augmenter les niveaux d'ARNm de la furine via son promoteur PlA. Notre étude 
de délétion en 5' de ce promoteur nous a permis de déterminer que la région -2096/-
1563 était nécessaire à la réponse à Sox9. Par gel de rétention, il a été possible de 
démontrer que l'action directe de Sox9 sur le promoteur PlA était limitée à deux 
sites de reconnaissance Sox soit 5' CATTGTT 3' et 5' CAGTTTC 3' nommé 
respectivement site A et B. L'action de Sox9 sur le gène de la furine est inhibée par 
L-Sox5 et Sox6, deux facteurs de transcription homologues impliqués dans la 
différenciation des chondrocytes. L'effet inhibiteur de Sox6 est levé lorsqu'une 
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version mutée, exempte du domaine de liaison à l' ADN de type HMG fonctionnel, 
est utilisée. Ceci suggère que l'effet répressif de Sox6 est médié par sa liaison au site 
de reconnaissance sur l' ADN. Ensemble, ces résultats nous indiquent que Sox9 
régule l'expression de la furine lors de la chondrogenèse. De plus, ils suggèrent que 
Sox6, via sa boîte HMG, joue un rôle de régulateur négatif dans ce phénomène. 
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1. Introduction 
Chez l'humain, le squelette est tout d'abord formé sous forme de «charpente» 
cartilagineuse qui n'est ni plus ni moins qu'une ébauche du squelette en devenir. 
Cette ébauche cartilagineuse est formée par les chondrocytes, cellules spécialisées 
dans la production et le maintien du cartilage. Ces mêmes cellules vont passer par 
une série d'étapes programmées de différenciation. L'étape d'hypertrophie représente 
le phénotype terminal des chondrocytes et le cartilage formé précédemment est alors 
transformé en os sous l'action des ostéoblastes. Alors que la majorité du cartilage est 
remplacée par l'os, une zone de cartilage est conservée à la surf ace des articulations. 
La persistance de cartilage à la surface des articulations, le cartilage articulaire, est 
nécessaire pour une bonne fonction des articulations. L'ostéoarthrite est une maladie 
non-inflammatoire des articulations caractérisée par la dégénération du cartilage 
articulaire. Malgré de nombreuses recherches, l' ostéoarthrite demeure toujours 
incurable. Par contre, suite aux résultats obtenus par différentes équipes de recherche, 
il est possible aujourd'hui d'élaborer différentes hypothèses pouvant expliquer la 
pathogenèse de l' ostéoarthrite. Un survol de la littérature ainsi que les résultats de 
nos recherches antérieures nous laissent croire que plusieurs joueurs importants dans 
le maintien des fonctions du cartilage articulaire seraient tous interreliés par l'action 
d'une convertase à proprotéines de type subtilisine, la furine. 
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1.1 L'ossification endochondrale 
L'ossification endochondrale est un des deux processus menant à la formation d'os 
chez les vertébrés. La majorité des os longs sont formés lors de ce processus qui se 
déroule en deux phases pendant lesquelles les chondrocytes passeront par une série 
d'étapes de différenciation (DE CROMBRUGGHE et al., 2001; ARCHER et al., 
2003; SHUM et NUCKOLLS, 2002). La première phase permet la formation de 
matrice cartilagineuse (figure 1) . Elle débute lors de la condensation des cellules du 
mésenchyme qui vont se différencier et donneront naissance aux chondrocytes, 
cellules productrices de cartilage. À cette étape, les chondrocytes expriment des 
marqueurs cellulaires et moléculaires typiques, par exemple le collagène de type II, 
type IX, type XI, l' aggrécan ainsi que le facteur de transcription Sox9 (DE 
CROMBRUGGHE et al., 2001 ; YANG et KARSENTY, 2002) . Ces marqueurs 
permettent de différencier les sous-populations de chondrocytes à des étapes de 
différenciation variées. La division cellulaire active caractéristique se fait de façon 
longitudinale et alignée. C'est à cette étape que la charpente squelettique 
cartilagineuse est formée. Cette charpente fournit un support structurel pour 
l'embryon, forme une base pour les os issus de l'ossification endochondrale et permet 
une zone de croissance des os postnataux. De plus, le cartilage offre une surface 
résistante à l'abrasion et à la compression dans les articulations ainsi que les éléments 
structurels flexibles du visage. La réparation des os lors de fractures est également 
initiée par une production de cartilage. 
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FIGURE 1: La chondrogenèse lors de l'ossification endochondrale. A) 
Représentation schématique de l'ossification endochondrale ainsi que des 
chondrocytes à différentes étapes de maturation. B) Représentation schématique et 
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Adapté de Yang, 2001 
La maturation et la différenciation des chondrocytes vont se poursuivre et ils 
deviendront hypertrophiques. Leur morphologie passera de petites à grosses cellules 
et la division cellulaire s'arrêtera. L'expression des marqueurs qui étaient spécifiques 
à la première étape sera remplacée par le collagène de type X, la phosphatase alcaline 
ainsi que le vascular endothelial growth factor (VEGF). À cette étape, la matrice 
extracellulaire (MEC) deviendra progressivement calcifiée et sous l'action du VEGF, 
des vaisseaux sanguins envahiront le cartilage hypertrophique (YANG et 
KARSENTY, 2002; SCHIPANI et PROVOT, 2003). La formation de vaisseaux 
sanguins permettra la migration d'ostéoprogéniteurs aux sites d'ossification primaires 
et le début de la seconde phase de l'ossification endochondrale : l'ostéogenèse. Les 
ostéoprogéniteurs s'implanteront dans les sites d'ossification primaires et se 
différencieront en ostéoblastes, cellules productrices d'os. Les ostéoblastes 
remplaceront la matrice extracellulaire cartilagineuse par une matrice extracellulaire 
osseuse. Un os long et sain typique conservera seulement deux zones de cartilage : 
une zone dite de croissance qui permettra la croissance de l'os et une zone de 
cartilage articulaire à la surface des articulations qui conférera les caractéristiques de 
résistance aux chocs et à la friction. 
1.2 Les facteurs de transcription impliqués dans l'ossification endochondrale 
Le cartilage est un tissu complexe contenant une variété unique de molécules qui 
confèrent au cartilage la capacité de résistance à la pression et à l'abrasion associée 
aux articulations. Le chondrocyte est responsable de l'expression coordonnée de 
différentes molécules composant ce cartilage, par exemple les multiples types de 
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collagène (type II, IX, X, XI) et les protéoglycans (aggrécan, biglycan, decorin, 
chondradherin, fibromodulin) (KNUDSON et KNUDSON, 2001). De façon à assurer 
une composition quantitativement et qualitativement précise durant la formation du 
cartilage et d'en maintenir l'intégrité, le chondrocyte doit assurer une expression 
synchronisée des différentes molécules extracellulaires tant au niveau de la synthèse 
que de la dégradation. 
1.2.1 La superfamille des protéines Sox 
Le contrôle de 1' expression des différentes molécules impliquées dans 1' ossification 
endochondrale se fait, en partie, au niveau de 1' activation des gènes qui leur sont 
associés. Plusieurs études ont porté sur l'identification du ou des facteurs de 
transcriptions essentiels qui contrôleraient 1' activation des gènes nécessaires à la 
différenciation des chondrocytes. Ces recherches ont permis de mettre en évidence le 
rôle primordial joué par certains membres de la famille de facteurs de transcription Sox 
<S_ry-type HMG b~. Ces derniers forment une famille de protéines ayant un motif de 
liaison à l' ADN qui joue un rôle critique dans plusieurs événements lors du 
développement incluant la détermination du sexe mfile chez l'homme (VIDAL et al., 
2001; GASCA et al., 2002), le développement du système nerveux (KUHLBRODT et 
al., 1998 ; SOUTHARD-SMITH et al., 1998) et la formation du squelette chez les 
vertébrés (LEFEBVRE et al., 1997; NG et al., 1997; BELL et al., 1997) (tableau 1). 
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TABLEAU 1: Sommaire de l'expression et de la fonction biologique des 
protéines SOX. Adapté de Wegner, 1999. 
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Groupe Facteur Expression Fonction 
A SRY mâle-spécifique Détermination des testicules 
testicules adultes, hypothalamus Mutation chez l'humain cause 
« XY sex reversai » et dysgenèse 
des <zonades 
B Soxl CNS embryonnaire, cristallin, région Induction et maintien de 
urogénitale l'expression du gène Y-cristallin 
Sox2 Ectoderme primitif, CNS en Activation de l'expression de 
développement, cristallin FGF-4, et répression 
d' ostéopontine. Induction de 
l'expression des gènes ô et Y-
cristallin 
Sox3 Epiblaste, CNS embryonnaire Gène candidat pour le syndrome 
de retard mental lié au X 
Sox21 Ectoderme primitif, endoderme, 
développement de l'intestin, CNS 
embrvonnaire 
c Sox4 Cœur embryonnaire, CNS en Développement du cœur, 
développement, poumon, dent, gonades, développement des cellules B 
thymus, cellules pré-B et T 
Soxll CNS et CNP en développement, rein, Détermination et différenciation 
poumon du système nerveux 
Sox22 CNS et CNP embryonnaire, cœur, reins, Détermination et différenciation 
pancréas, gonades du système nerveux 
Sox24 oocvtes 
D Sox5 Testicules adultes Spermatogenèse 
L-Sox5 Condensation des cellules du Chondrogenèse 
mésenchyme, chondrocytes, CNS 
embryonnaire 
Sox6 CNS embryonnaire, cellules du Chondrogenèse 
mésenchyme en condensation, 
chondrocytes, testicules adultes 
Soxl2 Ovaires 
Sox13 Embryon : oreille interne, parois 
artérielles, thymus 
Adultes : thymus, ovaires, reins 
Sox23 Cerveau. ovaires. foie 
E Sox.Pl Pituitaire, gonades 
Sox9 Cellules ventriculaires du CNS, cellules Chondrogenèse, expression du 
du mésenchyme en condensation, gène Col2al et aggrécan, 
chondrocytes, testicules adultes détermination du sexe mâle, 
facteur de différenciation des 
cellules de Sertoli 
SoxlO CNS et CNP embryonnaire, cellules de 
Schwann. ofümdendrocvtes 
F Sox7 Gonades, reins, poumons, cerveau 
Soxl7 Testicules 
Soxl8 Poumons, muscle cardiaque et 
sauelettiaue 
G Sox20 Testicules fœtaux 
SoxD CNS en dévelonnement 
La première protéine Sox identifiée est le facteur Sry qui détermine le sexe mâle chez 
l'humain et la souris (SINCLAIR et al., 1990 ; GUBBA Y et al., 1990). Sry porte un 
motif de liaison à l' ADN similaire à celui de HMG-1 et 2, deux protéines non-
histones retrouvées en abondance dans les chromosomes. Ce domaine de liaison à 
l'ADN, nommé HMG (high-mobility-group), est présent dans les protéines formant 
la superfamille HMG box. Certains résidus de ce motif particulier, composé de 70 à 
80 acides aminés, sont hautement conservés au sein de la superf amille même si la 
séquence générale peut être très divergente (LAUDET et al., 1993). Par contre, une 
forte homologie est présente dans la séquence des différents membres des sous-
groupes de la superfamille. Un de ces sous-groupes est la famille des Sox. Pour en 
faire partie, les membres doivent avoir une homologie d'au moins 50 % avec la 
séquence du domaine HMG de Sry qui est aussi connue sous S.ry box, d'où provient 
le nom Sox. La présence du motif HMG octroie aux protéines qui le portent, la 
capacité de lier l' ADN de façon séquence spécifique (LAUDET et al., 1993). La 
séquence d' ADN consensus, reconnue par les protéines Sox, a été définie comme 
étant 5'-(Aff)(Aff)CAA(Aff)G-3' (MERTIN et al., 1999; HARLEY et al., 1994). 
Bien que la famille des Sox soit composée d'une vingtaine de membres, il semble 
que tous reconnaissent la même séquence heptamérique d' ADN (MERTIN et al., 
1999; HARLEY et al., 1994). De là provient le mystère des Sox, puisqu'il est 
difficile d'imaginer une famille de facteurs de transcription ayant tous la même 
séquence consensus, mais chacun étant impliqué dans plusieurs événements 
biologiques bien distincts. Une certaine sélectivité peut être expliquée par 
l'expression spécifique aux tissus (PEVNY et al., 1997) ou par l'interaction avec 
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d'autres protéines (HARLEY et al., 1996; AMBROSETII et al., 1997; POULAT et 
al., 1997; DE SANTA BARBARA et al., 1998; OWEN et al., 2001 ; TSUDA et al., 
2003). Suite à une étude d'affinités avec des oligonucléotides dégénérescents, un 
groupe a conclu qu'en plus de la séquence heptamérique, les nucléotides présents aux 
extrémités 3' et 5' étaient importants et sensiblement différents pour Sox9 et SRY 
(MERTIN et al., 1999). Toutefois, aucun groupe n'a encore fait d'analyse complète 
pour l'ensemble des Sox. Comme toutes protéines qui portent un ou plusieurs motifs 
HMG, les Sox ont aussi la capacité de reconnaître certaines structures ou motifs 
d'ADN n'ayant pas de séquence de reconnaissance (FERRARI et al., 1992; 
PETERS et al., 1995; VRIZ et al., 1995; TRIMMER et al., 1998). Par contre, il 
n'est toujours pas connu si cette capacité est importante pour la fonction des Sox in 
vivo. 
La liaison d'une protéine Sox au site de reconnaissance induit un changement de 
conformation de l' ADN. Pendant que la majorité des facteurs de transcription lieront 
l' ADN dans le sillon majeur, les Sox s'inséreront dans le sillon mineur (FERRARI et 
al., 1992; CONNOR et al., 1994; PONTIGGIA et al., 1994). Cette liaison induira un 
angle de 70 ° - 85 ° dans la structure del' ADN. La capacité caractéristique des Sox à 
cibler le sillon mineur del' ADN a fait naître l'hypothèse selon laquelle ces dernières 
auraient un rôle architectural dans la régulation des gènes cibles. À ce moment, le rôle, 
ou du moins une partie du rôle, joué par les protéines Sox en serait un d'organisation 
de la structure de la chromatine et d'assemblage des différents facteurs de 
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FIGURE 2 : Modélisation du site de liaison à l' ADN de type HMG. A) 
Modélisation de type bâtonnet du domaine HMG de la protéine SRY complexée à 
l' ADN. La protéine est représentée en blanc alors que la double hélice d' ADN est 
représentée en rouge. B) Simulation stéréoscopique des résidus aromatiques 
impliqués dans la liaison à l' ADN, présents au sein de la structure du motif HMG de 
la protéine SRY. Le squelette protéique et les résidus sélectionnés sont représentés en 





transcription liant l' ADN en un complexe multiprotéique biologiquement actif. De 
façon plus précise, la modification de la structure d' ADN permettrait le 
rapprochement de séquences de liaisons et par la même occasion les protéines qui y 
sont liées pour favoriser les interactions protéine-protéine (MARSHALL et HARLEY, 
2000; WERNERetBURLEY, 1997; WOLFFE, 1994). 
La structure du domaine HMG de la protéine Sry libre et liée à l' ADN a été résolue 
(VAN ROUTE et al., 1995; WERNER et al., 1995; WEISS, 2001) (figures 2 et 3). 
Cette structure est formée de trois hélices alpha (1 à III) et d'un feuillet bêta en N-
terminal, disposés de façon à former un L. Les hélices 1 et II s'associent de façon 
antiparallèle pour former le bras long tandis que l'hélice III et la portion N-terminale 
du domaine HMG s'associent pour former le bras court de la structure en L. Cette 
structure est maintenue grâce à un noyau hydrophobe constitué d'acides aminés qui 
sont hautement conservés chez les protéines ayant le domaine HMG. Il est à noter 
que, de ce fait, la structure adoptée par toutes les protéines ayant un motif HMG est 
relativement identique. Ces mêmes acides aminés forment le motif de base nécessaire 
à la reconnaissance et à la liaison de la séquence heptamérique d' ADN (WEGNER, 
1999; HSIASO et al., 2003). Les plus récentes observations sur la structure tertiaire 
des protéines de type HMG suggèrent que le bras court de la structure en L est 
instable en solution (WEISS, 2001). Il semble que ce soit seulement après liaison à 
l' ADN que la structure caractéristique est adoptée et stabilisée. De plus, il semblerait 
que le domaine HMG contiendrait, au sein même de sa séquence, deux signaux de 
localisation nucléaire (NLS) (SUD BECK et SCHERER, 1997 ; GASCA et al., 2002). 
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FIGURE 3: Éléments architecturaux présents dans le domaine de liaison à 
l' ADN de type HMG. A) Modélisation de type ruban de la structure généralement 
adoptée par les motifs de type HMG vue de face et de côté. L'hélice al et 2 forment 
le bras long tandis que l'hélice a3 et la portion N-terminale du domaine HMG 
forment le bras court. B) Modèle proposé du motif HMG en solution dans lequel le 
bras court existe en équilibre dans un ensemble de structure ouverte et fermée. 
Adapté de Weiss, 2001. C) Représentation schématisée de protéines de la famille des 
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La famille des protéines Sox est divisée en sous-groupe selon leur niveau 
d'homologie de séquence du domaine HMG, si bien que tous les membres d'un 
même sous-groupe partagent au moins 80 % d'homologie. Toutes les protéines Sox 
découvertes jusqu'à maintenant peuvent être classées dans l'un ou l'autre des 7 sous-
groupes nommés de A à G (WEGNER, 1999). De la vingtaine identifiée, 3 ont un 
rôle reconnu lors de l'ossification endochondrale. L-Sox5 et Sox6 sont des facteurs 
de transcription ayant une très forte homologie l'un par rapport à l'autre en plus 
d'avoir des rôles essentiels mais redondants, dans la différenciation des chondrocytes 
(figure 3). Ceux-ci composent, avec Sox13, le sous-groupe D de la famille des Sox. 
Le gène Sox5 code pour deux transcrits différents ayant des fonctions in vivo 
différentes. Le transcrit court, nommé Sox5, manque la portion N-terminale du 
transcrit long, nommé L-Sox5. D'autre part, le gène Sox6 code lui aussi pour deux 
transcrits qui forment une seule et même protéine Sox6. Les motifs HMG de L-Sox5 
et Sox6 sont homologues à plus de 90 % et sont localisés dans la portion C-
terminale des protéines. Dans les deux cas, on retrouve dans cette même portion, un 
motif «leucine zipper» (LZ) séparé d'environ 250 acides aminés du HMG. Le motif 
LZ est suivi d'une région riche en glutamine avec laquelle il forme un domaine 
« coiled-coil ». Ce dernier permet l'homo- et l'hétérodimérisation entre Sox6 et L-
Sox5 (LEFEBVRE et al., 1998; YAMASHITA et al., 1998; TAKAMATSU et al., 
1995). Contrairement au facteur de transcription bZip classique, la dimérisation ne 
mène pas à la création d'une nouvelle interface de liaison à l' ADN. L'influence du 
motif LZ semble être indirecte (groupe nominal invariable), en ce sens que la 
dimérisation diminue grandement l'affinité du dimère pour les sites de 
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reconnaissance consensus des monomères de Sox, mais augmente la capacité à 
reconnaître deux sites de reconnaissance adjacents (LEFEBVRE et al., 1998). Le 
motif LZ permet aussi l'interaction avec d'autres facteurs de transcription 
(YAMASHITA et al., 1998). 
Les patrons d'expression de L-Sox5 et de Sox6 se chevauchent rigoureusement l'un 
et l'autre (LEFEBVRE et al., 1998). À ce jour, aucune mutation n'a été associée à 
une maladie chez la souris ou l'humain. Par contre, l'utilisation de souris mutantes 
pour les gènes Sox5 et Sox6 a permis de déterminer le rôle critique de ces gènes lors 
du développement (SMITS et al., 2001). Les auteurs ont observé que les souris ayant 
les gènes Sox5 et Sox6 inactivés alternativement, souffraient de défauts squelettiques 
mineurs. Par contre, les souris ayant les deux gènes inactivés souffraient de 
chondrodysplasie généralisée, ressemblant aux cas les plus sévères de dysplasie 
squelettique décrits chez la souris et l'humain. L'analyse approfondie a révélé que le 
cartilage de telles souris était sévèrement déficient. Dans le processus de 
différenciation des chondrocytes, l'étape de condensation était normalement atteinte, 
mais la différenciation des préchondrocytes devenait dès lors sérieusement 
compromise. Selon les auteurs, la différenciation des chondrocytes était retardée à 
cause de leur incapacité à former une matrice extracellulaire abondante (SMITS et 
al., 2001). Ainsi, L-Sox5 et Sox6 agissent à une étape précise lors de la 
différenciation des chondrocytes pour permettre aux cellules d'atteindre leurs 
fonctions de façon optimale. Ils sont cruciaux pour la formation d'une matrice 
cartilagineuse en assurant une différenciation cellulaire synchronisée entre l'état de 
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différenciation et la matrice cartilagineuse formée. Il est pertinent de mentionner que 
les chondrocytes ont des liens étroits avec leur environnement extracellulaire si bien 
que la composition de ce milieu peut modifier de façon importante le rythme de 
différenciation de ceux-ci. 
Sox9 est membre du sous-groupe E. En plus du domaine HMG présent en N-
terminal, il possède une région de transactivation en C-terminal composée d'une 
région riche en proline-glutamine-alanine (PQA). Une autre région riche en sérine-
proline-glutamine (SPQ) augmente le potentiel de transactivation de cette dernière 
mais sans en avoir la capacité de façon intrinsèque (SUDEBECK et al., 1996 ; 
MCDOWALL et al., 1999). Le rôle essentiel joué par Sox9 dans la formation du 
squelette chez l'humain a été démontré avec l'identification de mutation dans le gène 
Sox9. Les patients atteints de dysplasie campomélique (MIM #114290) souffrent de 
malformations squelettiques sévères et la plupart du temps de réversion des sexes de 
mâle à femelle. Ce syndrome est généralement létal, mais une minorité de patients 
survit (FOSTER et al., 1994 ; WAGNER et al., 1994; KWOK et al., 1995 ; 
BERNARD et al., 2003). 
Le groupe de BI et al. (1999) a illustré, de façon éloquente, que Sox9 joue un rôle 
essentiel dans la différenciation des chondrocytes et dans la formation du cartilage. 
Dans cette étude, les auteurs ont observé que les cellules Sox9_,_ de souris chimères 
étaient exclues des zones cartilagineuses. Par contre, elles étaient présentes dans les 
zones périphériques, exemptes de marqueurs spécifiques des chondrocytes tel que les 
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collagènes Co12a 1, le Col9a2, le Coll 1 a2 et l' Age. Il a été déterminé que cette 
exclusion avait lieu à l'étape de condensation lors de l'ossification endochondrale. 
D'autres études ont démontré que Sox9 régulait plusieurs gènes importants lors de la 
chondrogenèse, par exemple le Col2al (LEFEBVRE et al., 1997; NG et al., 1997), 
le Col9al (ZHANG et al., 2003), le Collla2 (BRIDGEWATER et al., 1998; 
BRIDGEWATER et al., 2003) et l'Agc (SEKIYA et al., 2000). Ces résultats 
démontrent que Sox9 régule plusieurs gènes spécifiques et caractéristiques des 
chondrocytes et que sans son expression, les chondroprogéniteurs ne deviennent 
jamais des chondrocytes matures. 
Il a été démontré récemment que Sox9 avait la capacité de se dimériser tout comme 
SoxlO, un autre membre du sous-groupe E. Un domaine de dimérisation a été identifié 
dans la région précédant immédiatement le domaine HMG de la protéine Sox9. Il 
semblerait que cette séquence soit commune à Sox8, Sox9 et SoxlO, tous membres du 
même sous-groupe (SOCK et al., 2003 ; BERNARD et al., 2003 ; BRIDGEW A TER et 
al., 2003). La capacité de Sox9 à dimériser a une influence directe sur les gènes et les 
processus biologiques ciblés. Sous sa forme monomérique, les plus récentes études 
indiquent qu'il serait impliqué dans la détermination du sexe masculin. Par contre, sous 
sa forme dimérique, Sox9 jouerait plutôt un rôle déterminant dans la chondrogenèse 
(BERNARD et al., 2003 ; SOCK et al., 2003). Cette hypothèse se base sur la 
découverte d'un patient portant une mutation au domaine de dimérisation de Sox9. Ce 
patient souffrait de dysplasie campomélique mais, contrairement aux patients jusqu'ici 
répertoriés et atteints par cette maladie, il n'avait aucun symptôme de réversion de 
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sexe. Dans cette étude, les auteurs ont démontré de façon élégante que le mutant Sox9 
conservait sa capacité à transactiver les gènes associés au phénotype sexuel au 
détriment de ceux associés à la chondrogenèse (BERNARD et al., 2003). 
1.2.2 Le STATl 
STATl est un facteur de transcription membre de la famille des signal transducers 
and activators of transcription (STAT) impliquée dans la cascade de signalisation 
des fibroblast growth factors (FGF). Chez l'humain, ce facteur de croissance est un 
régulateur négatif dans la croissance des os (GOLDFARB, 1996; WEBSTER et 
DONOGHUE, 1997; BURKE et al., 1998). Une étude récente a démontré qu'avec 
des chondrocytes ainsi qu'avec des ex plants cartilagineux, l'effet inhibiteur du FGF 
dépendait de STATl. L'effet inhibiteur observé n'était plus présent lorsque les 
mêmes expériences étaient effectuées à partir de cellules STATr'- (SAHNI et al., 
1999). STATl a donc un effet inhibiteur sur la prolifération des chondrocytes et fait 
partie d'un mécanisme homéostatique assurant le développement normal des os. 
1.2.3 Le NF AT 
Les nuclear factor of activated T cells (NFATs) sont un groupe de facteurs de 
transcription qui régule autant 1' expression de plusieurs cytokines chez les 
lymphocytes que la formation des valves cardiaques (RANGER et al., 1998). Une de 
ces protéines, NFATl, régularise la chondrogenèse chez l'humain. En surexpression, 
il agit en tant que répresseur de la différenciation des chondrocytes in vitro. Les 
souris déficientes en NFATl souffrent de fusion des articulations, causée par une 
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formation ectopique spontanée du cartilage suivie d'une formation d'os récapitulant 
le processus d'ossification endochondrale (RANGER et al., 2000). 
1.2.4 Le Cbfal 
La protéine core binding factor al (Cbal) ou Runx2 est le seul facteur de 
transcription à avoir la capacité d'induire l'hypertrophie des chondrocytes in vivo 
(UETA et al., 2001 ; TAKEDA et al., 2001). Au niveau du cartilage, l'expression de 
Cbfal est restreinte à la zone de chondrocytes pré-hypertrophiques. Les chondrocytes 
de souris qui en sont déficientes ont une hypertrophie retardée (ENOMOTO et al., 
2000). L'expression continue de Cbfal dans les chondrocytes non-hypertrophiques 
induit l'expression de collagène de type X, un marqueur spécifique du stade 
hypertrophique. Ces observations suggèrent que le facteur de transcription Cbfal est 
nécessaire à l'hypertrophie des chondrocytes. 
1.3 Les convertases à proprotéine de type subtilisine 
1.3.1 La découverte des SPCs 
Pour assurer leurs différentes fonctions, les cellules synthétisent une variété de 
protéines ayant chacune un rôle bien précis. Certaines protéines accompliront un rôle 
de messager, d'autres serviront de transporteur ou auront simplement un rôle 
structurel. Historiquement, on a longtemps pensé que chaque protéine était issue d'un 
gène qui lui était propre. Grâce au séquençage du génome, on sait maintenant que 
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l'humain est composé d'environ 30000 gènes, pour une estimation de 10 à 100 
millions de protéines. On sait qu'un gène peut générer une variété de protéines 
différentes. Un tel phénomène est possible entre autres, grâce à l'épissage alternatif, 
et aussi par la modification post-traductionnelle de protéines. Au cours des années 
60, deux groupes ont émis l'hypothèse que les protéines étaient synthétisées sous 
forme de précurseurs intracellulaires et qu'elles étaient par la suite clivées de façon 
post-traductionnelle, pour rendre les protéines sous une forme mature et 
biologiquement active (CHRÉTIEN et LI, 1967 ; STEINER et al., 1967). Quelques 
années plus tard, soit dans les années 80, la famille d'enzymes responsables de la 
maturation de plusieurs précurseurs peptidiques, les convertases à proprotéines, a été 
découverte. Par la suite, il a été démontré qu' essentiellement, toutes les hormones et 
neurotransmetteurs étaient synthétisés sous forme de précurseurs et clivés à des 
résidus dibasiques tels que RR, RK, KR ou KK (SEIDAH et al., 1994). 
Les études menant à l'identification de la famille des convertases à proprotéines ont été 
menées sur la levure S. cerevisiae. Elles ont permis la découverte du gène KEX2 
aujourd'hui nommée kexine. Cette dernière fut la première convertase à proprotéine à 
être identifiée et clonée (JULIUS et al., 1984; MIZUNO et al., 1988). Il a été 
démontré chez la levure que cette enzyme catalyse le clivage du prepro-a.-facteur aux 
résidus dibasiques lysine-arginine en C-terminal chez la levure (JULIUS et al., 1984). 
Par la suite, d'autres substrats lui ont été attribués : chez les mammifères par 
exemple, la pro-albumine (BATHURST et al., 1987), la pro-opiomélanocortine 
(POMC) (THOMAS et al., 1988) et la protéine C (FOSTER et al., 1991). La kexine 
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est inhibée par l'EDTA et l'EGTA alors que l'addition de Ca2+ lève cette inhibition 
(FULLER et al., 1988; FULLER et al., 1989). L'analyse de la séquence du gène 
KEX2 a permis d'identifier une région N-terminale hautement homologue avec une 
protéase à sérine bactérienne de type subtilisine-like (MIZUNO et al., 1988). 
C'est en 1989 que la première convertase de mammifère a été décrite. En fait, c'est 
suite à l'analyse de la séquence d'une protéine clonée en 1986, ayant une haute 
homologie avec la kexine, que la convertase à proprotéine nommée furine a été 
identifiée. Cette protéine est le produit du gène FUR nommé ainsi à cause de sa 
localisation en aval du protooncogène c-feslfps (c-[eslfps ypstream region) situé sur le 
chromosome 15q25-q26.l (ROEBROEK et al., 1986a, 1986b; SEIDAH et al., 
1991). Cette protéine partage une très haute homologie avec le domaine catalytique 
de la kexine, incluant les résidus importants pour l'activité catalytique. Cette 
découverte a été confirmée quelques années plus tard par deux groupes de recherches 
différents (VAN DEN OUWELAND et al., 1990; BARR et al., 1991), et le nom 
PACE (Qaired .wnïno acid çJeaving ~nzyme) a été proposé. L'activité de la furine, 
comme celle de la kexine, est dépendante du calcium et est active dans un large 
spectre de pH, mais son activité est maximale à pH 7 .0 (HATSUZA W A et al., 1992). 
Depuis, la famille des convertases à protéines s'est élargie et sept autres membres ont 
été identifiés grâce à l'utilisation du PCR avec des oligonucléotides dégénérescents 
pour les séquences conservées du domaine catalytique de la furine et de la kexine 
(figure 4). Tout d'abord, il y a eu PC2 (proprotein convertase 2) et PCl I PC3 
(SMEEKENS et STEINER, 1990; SEIDAH et al., 1990; SMEEKENS et al., 1991 ; 
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FIGURE 4: Les membres de la famille des convertases à proprotéines de type 
kex2/subtilisine. Le pourcentage d'homologie entre les domaines du propeptide, du 
domaine catalytique et du domaine P avec le prototype de la furine est donné pour 
chaque convertase. Les acides aminés essentiels à l'activité du domaine catalytique 
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SMEEKENS et al., 1991; SEIDAH et al., 1991). En 1992, une nouvelle 
nomenclature simplifiée utilisant le terme SPC (§.ubtilisin-like 12.roprotein ç_onvertase) 
a été adoptée de façon à éviter la confusion créée avec l'appellation d'une même PC 
par deux noms différents (CHAN et al., 1992): ainsi, SPCl (farine/PACE), SPC2 
(PC2), SPC3 (PC1/PC3), SPC4 (PACE4) (KIEFER et al., 1991), SPC5 (PC4) 
(NAKAYAMA et al., 1992; SEIDAH et al., 1992), SPC6 (PC5/PC6) 
(NAKAGA W A et al., 1993a ; NAKAGA W A et al., 1993b ; LUSSON et al., 1993 ; 
DE BIE et al., 1996) et SPC7 (LPC/PC7/PC8) (MEERABUX et al., 1996; 
BRUZZANITI et al., 1996; SEIDAH et al., 1996; CONSTAM et al., 1996). Toutes 
ces convertases à proprotéines ont en commun la capacité de catalyser le clivage 
sélectif de leurs substrats au site de reconnaissance dibasique, permettant le 
relâchement de protéines biologiquement actives. 
1.3.2 Structure 
Les convertases à proprotéines sont composées de plusieurs domaines distincts 
essentiels à leur fonction et/ou localisation (figure 4). Quatre sont retrouvées chez 
tous les PC. Il s'agit d'une séquence signal à l'extrémité N-terminale, du prodomaine, 
du domaine catalytique de type subtilisine et du domaine P. De plus, certaines 
convertases possèdent un domaine riche en cystéines, d'autres, une région 
transmembranaire ou encore une queue cytosolique. 
La séquence signal et le prodomaine 
On retrouve à l'extrémité N-terminale, une séquence signal nécessaire pour que la 
proconvertase entre dans la voie de sécrétion cellulaire. Cette région est 
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immédiatement suivie par le prodomaine formé d'environ 80 à 90 acides aminés qui 
est terminé par un site de reconnaissance de type furine, soit R-X-K-R. Le 
prodomaine a de multiples fonctions. Ce domaine est d'abord clivé par un 
phénomène d'autoclivage intramoléculaire en C-terminal de la séquence consensus 
de type furine (LEDUC et al., 1992 ; CREEMERS et al., 1993 ; GOODMAN et 
GORMAN, 1994; MATTHEWS et al., 1994). Suite au clivage, le prodomaine reste 
accolé de façon non covalente au site catalytique de la convertase mature et agit 
comme puissant autoinhibiteur. Ainsi, l'activité enzymatique est préservée et du 
même coup, la perte de la séquence signal permet la sortie de la protéine hors du 
réticulum endoplasmique (RE) puis son acheminement vers 1' appareil de Golgi 
(TAKAHASHI et al., 1995; MOLLOY et al., 1994; CREEMERS et al., 
1995 ;ZHOU et al., 1995). Dans l'environnement du trans-Golgi, sous l'effet du pH 
acide et de la haute concentration de calcium, il y a un deuxième clivage du 
prodomaine dans une seconde séquence de résidus basiques (ANDERSON et al., 
1997). Il a été démontré que le clivage du prodomaine est un prérequis, sans être 
suffisant pour le transport de la protéine au réticulum endoplasmique. Le prodomaine 
sert aussi de pseudochaperone puisqu'il assure un repliement correct de la convertase 
dans le RE (SEIDAH et CHRÉTIEN, 1997). 
Domaine catalytique 
De tous les domaines composant les convertases à proprotéines, le domaine 
catalytique est celui dont l'homologie est la plus conservée entre les différentes PC. 
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TABLEAU 2: Précurseurs protéiques maturés par les convertases à 
proprotéines de type subtilisine. Classification selon la fonction biologique des 
substrats. Le site de clivage ainsi que les résidus composant le motif de 
reconnaissance sont indiqués. Adapté de Seidah et Chrétien (1999) et de Molloy et 
al., (1999). 
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Catégories/Précurseurs Position nar rannort au site de clivaQe 
P6 P5 P4 P3 P2 Pl u Pl' P2' 
ProSPCs 
hproPCl K E R s K R s A 
hproPC2 F N R K K R G y 
hprofurine K R R T K R D V 
hproPC4 A R R V K R s L 
hPACE4 K R R V K R Q V 
hproPC5 K K R T K R N y 
hproPC7 L R R A K R s V 
Profacteurs de croissance 
hproPNGF T H R s K R s s 
hproBDNF s M R V R R H s 
proBMP-1 R s R s R R A A 
proBMP-4 R R R A K R s p 
hproendothéline-1 L R R s K R c s 
hproneurotrophine-3 T s R R K R y A 
hproPTHrP L R R L K R A V 
proPTH K s V K K R s V 
hproPDGF-A p 1 R R K R s 1 
hproPDGF-B L A R G R A s L 
hproTGFPl s s R H R R A L 
mproIGF-1 p A K s A R s V 
hproIGF-II F R E A K R H R 
mproEGF (N term) G H H L N R N s 
mproEGF (C term) R w w E L R H A 
ProRécepteurs 
prorécepteur à l'insuline p s R K R R s L 
prorécepteur à IGF-1 p E R K R R D V 
hintégrine a3 p Q R R R R Q L 
hintégrine av H L 1 T K R D L 
hintégrine a6 N s R K K R E 1 
hintégrine a8 H y 1 R R R E V 
ProProtéines pathogéniques 
gp 160 d'HIV-1 V Q R E K R A V 
Hémagglutinine (HA) K K R E K R G L 
gp du virus Ebola G R R T R R E A 
PA de B.anthracis N s R K K R s T 
Toxine de Diphteria G N R V R R s V 
proaérolysine (Hémolysine) K V R R A R s V 
Catérwries/Précurseurs Position nar rannort au site de clivaf!e 
P6 P5 P4 
Prohormones/proneuropeptides 
mPOMC 
(JP/ACTH) p R E 
(ACTH/bLPH) p L E 
(aMSH/CLIP) p V E 
hpro-insuline 
(chaîne BIC) T p K 
(chaîne C/A) G s L 
rprodynorphine R K Q 
E D L 
rpronociceptine K Q L 
L A N 
hpro7B2 E R R 
Proprotéines et proenzymes de la matrice extracellulair e 
profibrilline R G R 
hprostromélysine-3 R N R 
hproADAM-17 (T ACE) V H R 
bproADAM-10 (Kuz) L L R 
hproaggrécanase-1 (ADAMTS-4) R p R 
hproMTl-MMP N V R 
hproMT6-MMP V R R 
Proprotéines sériques 
proalbumine R G V 
profacteur IX L N R 
profacteur X L E R 
profacteur von Willebrand s H R 
rprocomplément C3 L N R 
hproprotéine C R s H 
P3 P2 P l u Pl' P2' 
G K R s y 
F K R E L 
K K R R p 
T R R E A 
Q K R G 1 
A K R y G 
y K R y G 
Q K R M p 
Q K R F s 
K R R s V 
K R R s T 
Q K R F V 
V K R R A 
K K R T T 
A K R F A 
R K R y A 
R R R y A 
F R R D A 
p K R y N 
R K R s V 
s K R s L 
p K R y N 
L K R D T 
adapté de Seidah et Chrétien, 1997, 1999 
et de Molloy et al., 1999 
Cette homologie est également conservée entre les différents organismes, soit les 
mammifères, les levures et les bactéries. Le noyau du domaine catalytique est 
composé de 7 feuillets bêta et de 5 hélices alpha (HENRICH et al., 2003). En leurs 
centres, les convertases ont des ions essentiels à leurs activités enzymatiques, qui y 
sont emprisonnés. Le domaine catalytique est le domaine qui renferme le site actif de 
l'enzyme. Trois résidus hautement conservés, Ser, His et Asp en plus d'un résidu Asn 
(Asp pour SPC2), sont responsables de l'activité catalytique de ce dernier (SIEZEN et 
al., 1991). 
Le rôle du domaine catalytique est l'endoprotéolyse de substrats protéiques (tableau 
2). Certaines convertases, dont PCl et PC2, reconnaîtront et cliveront une seule paire 
de résidus basiques (SEIDAH et CHRÉTIEN, 1997) alors que d'autres, tel que la 
furine, reconnaîtront des sites composés de deux paires de résidus basiques. La 
furine reconnaîtra une séquence minimale Arg-X-X-Arg ou optimale Arg-X-
Lys/Arg-Arg où X représente un acide aminé quelconque, sauf cystéine, et rarement 
proline (MOLLOY et al., 1992; HOSAKA et al., 1991). Par contre, certains 
substrats ne correspondent pas à cette séquence. Des études ont démontré que les 
résidus en position X dans la séquence minimale Arg-X-X-Arg, ainsi que ceux en C-
terminal de la séquence, définissaient la spécificité de chaque convertase 
(MA TTHEWS et al., 1994 ; JEAN et al., 1995a ; JEAN et al., 1995b ). De façon 
générale, le motif reconnu par l'ensemble des convertases est Arg/Lys-X0 -Arg où n = 
0, 2, 4 ou 6 (SEIDAH et CHRÉTIEN, 1999). 
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DomaineP 
Le domaine P contient une séquence conservée pentapeptidique RRGDL, située au 
centre de celle-ci. C'est un autre domaine hautement conservé chez les PC. Par 
contre, ce dernier est absent chez les subtilisines. Il a été déterminé que le domaine P 
est essentiel à l'activité enzymatique des protéines le portant (HATSUZAWA et al., 
1992, TAKAHASHI et al., 1993; TAKAHASHI et al., 1995). Son rôle n'est pas 
encore clairement identifié, mais dans sa structure, on retrouve une séquence de 
localisation cellulaire (LUSSON et al., 1997). Il stabiliserait aussi la structure du 
domaine catalytique en protégeant du solvant les régions plus hydrophobes 
(GLUSCHANKOF et FULLER, 1994; ZHONG et al., 1996; HENRICH et al., 
2003). Il sert aussi à emprisonner les ions calcium dans la structure tertiaire de la 
convertase. 
Autres régions 
La partie C-terminale des PC est beaucoup moins conservée que les domaines décrits 
précédemment. Par contre, elle confère certaines caractéristiques spécifiques. Par 
exemple, on y retrouve les régions transmembranaire et cytoplasmique de la furine 
qui contiennent l'information nécessaire pour l'acheminement de l'enzyme et sa 
localisation cellulaire. Généralement retrouvée dans le trans-Golgi, la furine voyage 
entre le TGN, la membrane plasmique et les endosomes, selon l'état de 
phosphorylation de la queue C-terminale et l'interaction entre les protéines 
cytosoliques (SCHAFER et al., 1995; TAKAHASHI et al., 1995; JONES et al., 
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1995; MOLLOY et al., 1998; MOLLOY et al., 1999; WAN et al., 1998; 
TEUCHERT et al., 1999; STROH et al., 1999). 
Finalement, on retrouve chez les convertases furine, SPC4, SPC6 et SPC7, une 
région riche en cystéines dont le rôle est plus ou moins clair encore aujourd'hui 
(NAKAGAW A et al., 1993 ; ROEBROEK et al., 1992). 
1.3.3 Localisation tissulaire des PC 
Une approche utilisée afin de déterminer le rôle potentiel d'une protéine dans divers 
processus biologiques consiste dans un premier temps, à étudier son niveau 
d'expression tissulaire lors du développement de l'embryon et dans un deuxième 
temps, d'analyser sa localisation cellulaire. De nombreux groupes de recherche ont 
suivi ces différentes étapes dans le but de déterminer le patron d'expression des 
différentes convertases à proprotéines. 
De ces études, il ressort que les convertases peuvent être divisées en quatre groupes 
selon leurs patrons d'expression d' ARNm et de protéines. La furine (SCHALKEN et 
al., 1987; HATSUZAWA et al., 1990; DAY et al., 1993; SCHAFER et al., 1993) 
et SPC7 (MEERABUX et al., 1996; BRUZZANITI et al., 1996; SEIDAH et al., 
1996 ; CONSTAM et al., 1996) forment le premier groupe, avec une expression 
ubiquiste majoritairement sécrétée par la voie constitutive. Par contre, le niveau 
d'expression est variable d'une cellule à l'autre. L'expression généralisée de la furine 
peut être expliquée par le fait qu'elle est régulée par troi/; promoteurs. Le premier, Pl, 
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est modulable alors que les deux autres, PIA et PlB, sont plutôt de type constitutif 
(AYOUB! et al., 1994). L' ARNm de la furine est détecté dès la 7ième journée de vie 
embryonnaire. Son expression est uniforme chez l'embryon jusqu'au lOième jour où 
une expression plus intense au niveau du cœur et du foie est observée. En mi-
gestation, la furine est abondamment exprimée dans toutes les zones 
précartilagineuses des centres squelettiques, par exemple le primordium 
cartilagineux du crâne, des vertèbres, des côtes et des fémurs (ZHENG et al., 1994). 
Au niveau cellulaire, on retrouve la furine en abondance dans le TGN même si des 
études récentes ont démontré qu'elle peut transloquer entre la surface cellulaire et le 
TGN via les endosomes (MALLET et al., 1999; SCHAFER et al., 1995; SHAPIRO 
et al., 1997). De son côté, SPC7 semble être concentré dans les compartiments post-
Golgi le long de la voie de sécrétion constitutive surtout dans les vésicules issues du 
trans-Golgi plutôt que dans le TGN lui-même (WOUTERS et al., 1998). 
La SPC4 (KIEFER et al., 1991 ; DONG et al., 1995; ZHENG et al., 1997; 
NAGAMUNE et al., 1995) et les deux isoformes de SPC6 (NAKAGA W A et al., 
1993; LUSSON et al., 1993; DONG et al., 1995; ZHENG et al., 1997) forment le 
deuxième groupe. Ces PCs sont elles aussi exprimées de façon ubiquiste. Par contre, 
elles interagissent avec les précurseurs autant de la voie constitutive que de la voie 
régulée. La localisation cellulaire de SPC4 n'est toujours pas clairement établie mais 
il est connu que les deux isoformes SPC6A et SPC6B ne se retrouvent pas au même 
endroit dans la cellule. Bien qu'ils soient issus du même gène, SPC6A est retrouvé 
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dans les granules de sécrétions denses alors que SPC6B est plutôt retrouvé 
dans 1' appareil de Golgi sans être présent dans le TGN (DE BIE et al., 1996). 
SPC2 (SMEEKENS et STEINER, 1990 ; MARCINKIEWICZ et al., 1993 ; 
MARCINKIEWICZ et al., 1994; SEIDAH et al., 1990; SCHAFER et al., 1993; 
ZHENG et al., 1994) et SPC3 (SEIDAH et al., 1990; SEIDAH et al., 1991 ; 
SMEEKENS et al., 1991) forment le troisième groupe et ont une expression 
beaucoup plus restreinte. Elles sont spécialisées dans la maturation des précurseurs 
endocriniens et neuroendocriniens. Leur expression est limitée au cerveau, aux îlots 
pancréatiques et aux glandes surrénales. Elles maturent les proneuropeptides et 
prohormones des granules de sécrétion de façon beaucoup plus contrôlée. Leur 
expression a aussi été observée chez les cellules inflammatoires, par exemple les 
leucocytes polymorphonucléaires, les macrophages et les cellules mononucléaires de 
la rate (VINDROLA et al., 1994). Étant donné leurs rôles dans la maturation de 
produits neuroendocriniens, SPC2 et SPC3 sont majoritairement retrouvés dans les 
vésicules de sécrétion denses et dans le TGN (MALIDE et al., 1995). 
Finalement, SPC5 forme le quatrième et dernier groupe. Son expression est confinée 
aux cellules germinales testiculaires et ovariennes (N AKA Y AKA et al., 1992 ; 
SEIDAH et al., 1992; TORII et al., 1993). 
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1.3.4 Les inhibiteurs des convertases à proprotéines 
Étant donné qu'un seul inhibiteur de PC a été utilisé, cette section ne fera qu'un survol 
du sujet. Par contre, le lecteur pourra approfondir le thème à l'aide des nombreuses 
références. Deux grandes familles d'inhibiteurs plus ou moins spécifiques sont utilisées 
dans les études touchant les convertases à proprotéines. La première famille couvre les 
inhibiteurs chimiques qui sont bien souvent toxiques pour les cellules et plus ou moins 
spécifiques. Certains inhibiteurs chimiques utiliseront la dépendance à certains métaux 
des convertases, pour inhiber leur activité. Par exemple, l'EDTA et l'EGTA, deux 
chélateurs de calcium, agiront tous deux à des concentrations de 5 mM. De la même 
façon, la dépendance au Hg2+, Zn2+, et Cu2+ peut être exploitée à des fins d'inhibition. 
Les inhibiteurs traditionnels des protéases à sérine (PMSF, DFP, leupeptin et antipain) 
sont d'une très faible efficacité pour la furine (HA TSUZA W A et al., 1992). 
La seconde classe est formée d'inhibiteurs de nature peptidique ou protéique. Ces 
inhibiteurs utilisent la séquence de reconnaissance furine pour entrer en contact avec le 
domaine catalytique des PC de façon spécifique et pour y rester lié. Ces inhibiteurs 
sont soit issus de synthèses peptidiques, soit de la modification de molécules ayant un 
pouvoir d'inhibition basale. La première utilisée a été une molécule de 
chlorométhylcétone (decanoyl-Arg-Glu-Lys-Arg-CH2Cl) portant un site de 
reconnaissance furine (HALLENBERGER et al., 1992). Il a été démontré que cette 
molécule avait la capacité de bloquer la maturation de plusieurs précurseurs 
glycoprotéiques d'enveloppes virales (HALLENBERGER et al., 1992; GARTEN et 
al., 1994; VEY et al., 1995; ORTMANN et al., 1994). Son action sur la furine est 
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irréversible. Par contre, sa spécificité n'est pas exclusive à la furine et le decanoyl 
peut agir sur l'activité d'autres membres de la famille des convertases. 
D'autres versions du chlorométhylcétone ont été développées dans le but d'éliminer les 
problèmes mentionnés précédemment (ANGLIKER, 1995). Les derniers inhibiteurs 
peptidiques à avoir été développés sont les oligopeptides de L- et D-polyarginine. Leur 
efficacité est de l'ordre du nanomolaire et ils semblent non toxiques (CAMERON et al., 
2000; KACPRZAK et al., 2004 ; KIBLER et al., 2004). 
Des protéines ont aussi été utilisées afin d'inhiber l'activité de différentes 
convertases à proprotéines. Certains groupes de recherche ont pris avantage de la 
capacité inhibitrice de la partie pro des convertases de façon à inhiber leur activité 
(BOUDREAU et al., 1998). Même si ces résultats semblent indiquer que les 
prodomaines de convertases pourraient servir d'inhibiteurs, les auteurs ont rapporté 
qu'un problème de stabilité, même in vitro, risque d'empêcher leur utilisation. 
Les serpines ~ne 12rotease inhibitors) sont des inhibiteurs endogènes des protéases à 
sérine régulant plusieurs processus biologiques (POTEMPA et al., 1994). La spécificité 
des différentes serpines est dictée par la séquence des différents résidus qui forment leur 
site actif. L' cx.1-antitrypsine ( cx.1-A T) de type sauvage est une serpine inhibant 
spécifiquement l'élastase. Afin de modifier sa spécificité, deux mutants de l'cx.1-AT ont 
été créés. L'cx.1-antitrypsine Pittsburgh (AT-PIT) porte une mutation changeant une Met 
en Arg au site actif. De cette façon, l'inhibition endogène de l'élastase est perdue au 
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profit de la thrombine (LEWIS et al., 1978; OWEN et al., 1983). Le deuxième mutant 
porte une modification formant une séquence de reconnaissance furine (ANDERSON et 
al., 1993). Ce mutant, nommé a 1-antitrypsine Portland (AT-PDX), s'est avéré être un 
inhibiteur de la furine spécifique et extrêmement efficace avec un Ki de 0.6 nM. En tant 
que protéine, l'utilisation d'un plasmide codant pour celle-ci est donc possible, 
éliminant le problème de transport intracellulaire lié à d'autres inhibiteurs chimiques. 
L' AT-PDX représente donc un outil puissant en tant qu'inhibiteur spécifique de la 
furine. 
1.3.5 Les convertases en conditions pathologiques 
Il est connu depuis déjà un certain nombre d'années, que la furine joue un rôle 
important dans la maturation de plusieurs glycoprotéines présentes à la surface de 
certains virus et essentielles pour leur pathogénicité. C'est le cas de la glycoprotéine 
gp160 du VIH (HALLANGER. et al., 1992; DECROLY et al., 1994) et de la 
glycoprotéine de l'enveloppe des souches Zaïre et Ivory Coast du virus Ebola 
(VOLCHKOV et al., 1998). Il est intéressant de noter que dans ce dernier cas, il 
existe une souche du virus Ebola nommée Restron, qui ne porte pas de séquence de 
reconnaissance furine au sein de la glycoprotéine et qui est non pathogénique pour 
l'humain (FELDMANN et al., 1999). Des toxines bactériennes nécessitent aussi une 
maturation par la furine afin d'acquérir leur virulence. Par exemple, le facteur PA, 
une composante de la toxine de l'anthrax, contient un site de reconnaissance furine et 
sans le clivage de cette dernière, la toxine est incapable de s'assembler adéquatement 
et devient non létale (GORDON et al., 1995). 
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La furine semble être aussi impliquée dans diverses maladies qui ont un impact 
grandissant sur la santé publique. C'est le cas de la maladie d' Alzheimer qui est 
causée par la formation de plaques amyloïdes causant la neurodégénérescence. Dans 
cette maladie, la furine serait impliquée dans la maturation des a. et ~-secrétase. Il 
s'agit de deux métalloprotéinases de la famille ADAM @ gisintegrin f!.Ild 
metalloprotease) dépendantes du zinc qui clivent de façon anormale le précurseur de 
la protéine ~-amyloïde (~-mayloid precusor protein : APP). Il y aura alors 
relâchement d'un peptide ayant un rôle connu dans la formation des plaques 
amyloïdes (ISACSON et al., 2002 ; WALTER et al., 2001 ; WANG et al., 2000 ; 
ANDERS et al., 2001). 
La furine est aussi importante dans la progression tumorale. Des niveaux élevés de 
furine dans les tumeurs sont corrélés avec une augmentation de l'agressivité des 
cancers de la tête, du cou et du poumon (MBIKA Y et al., 1997; BASSI et al., 2001a). 
La furine participe au processus de progression tumoral par son rôle dans la maturation 
de métalloprotéases de la matrice extracellulaire et l'invasion des cellules 
métastatiques. C'est l'action combinée de la MTI-MMP qui est maturée par la furine et 
de la MMP2 qui est à son tour maturée par la MTl-MMP qui favoriseront l'invasion 
tumorale (BASSI et al., 2001b; SOUNNI et al., 2002). Le TGF~ est aussi impliqué 
dans ce processus. Suite à sa maturation par la furine, il peut augmenter les niveaux 
extracellulaires de MMP2 (McMAHON et al., 2003). 
32 
De façon surprenante, très peu de cas de maladies liées à une altération dans la 
maturation protéique par les convertases ont été rapportés jusqu'à maintenant. Toutefois, 
une mutation dans le gène de SPC3 a été identifiée chez une patiente. Cette mutation 
empêche la maturation de la proconvertase et conséquemment sa rétention dans le RE. 
La patiente atteinte démontre alors un phénotype d'obésité et de pro-insulinémie 
(JACKSON et al., 1997). 
Une étude récente a démontré que chez un adulte sain, la furine était exprimée par les 
chondrocytes de la couche superficielle du cartilage articulaire. Par contre, chez un 
patient arthritique, la furine était exprimée non seulement par les chondrocytes de la 
couche superficielle, mais aussi par ceux de la couche profonde (MOLDOV AN et al., 
2000). Même si ce résultat n'a pas été discuté en détail par les auteurs, il serait 
réaliste d'imaginer que l'augmentation de l'expression de la furine dans la couche 
profonde du cartilage articulaire représente une action des chondrocytes afin de 
réparer le cartilage via la maturation de facteurs anaboliques. 
1.4 La furine et l'ossification endochondrale 
Une excellente façon de démontrer la participation des convertases dans un processus 
pathologique ou biologique consiste à évaluer leur implication dans la maturation de 
précurseurs impliqués de façon importante dans ceux-ci. Quatre facteurs de 
croissance, ayant un rôle important dans le processus de l'ossification endochondrale, 
sont maturés par la furine. 
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1.4.1 Le TGFPl 
Le TGFPl est le prototype de la superlamille du TGFP comprenant les BMP 
(Qone morphogenetic 12.rotein) dont les rôles dans l'ossification endochondrale seront 
discutés plus loin, les activines/inhibines ainsi que d'autres membres partageant les 
mêmes similitudes structurelles et fonctionnelles. Le TGFpl, qui fait l'objet d'étude 
dans le laboratoire du Dre Claire Dubois, est sécrété par différents types cellulaires, 
entre autres par les chondrocytes, les synoviocytes, les lymphocytes et les 
macrophages, sous une forme de précurseur (LAFYATIS et al., 1989; DUBOIS et al., 
1995; GENTRY et al., 1988a; GENTRY et al., 1988b; YANG et al., 2001). Ce 
précurseur doit être clivé pour relâcher une cytokine biologiquement activable. Bien 
que différents types d'enzymes soient capables de cliver le pro-TGP au site de 
reconnaissance furine, le clivage par la convertase furine se fait de façon spécifique 
(LYONS et al., 1988; SATO et RIFKIN, 1989; BLANCHETTE et al., 1997). Il a été 
démontré au laboratoire que le TGFP avait une action de régulation de l'activité 
transcriptionnelle du gène de la furine formant ainsi une boucle de rétroaction positive 
(BLANCHETTE etal., 1997). 
Le TGFP est exprimé durant le développement du squelette et joue un rôle important 
dans la régulation de la prolifération· ainsi que dans la différenciation des 
chondrocytes (FUKUMURA et al., 1998; HORNER et al., 1998; KABASAWA et 
al., 1998). Il a aussi été démontré que le TGF-P pouvait induire les cellules du 
mésenchyme à se différencier en chondrocytes (KUL YK et al., 1989 ; LAFEBER et 
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al., 1999 ; DENKER et al., 1995). Des études ont aussi prouvé qu'une fois injecté, le 
TGF~ avait la capacité de provoquer la formation de cartilage chez le rat et la souris 
(JOYCE et al., 1990; CHIMAL-MONROY et DIAZ DE LEON, 1997). De la même 
façon, le TGF~ peut inhiber la différenciation hypertrophique des chondrocytes en 
culture (TSCHAN et al., 1993; DIEUDONNE et al., 1994; BOHME et al., 1995). 
De plus, chez des souris transgéniques, la perte de réponse au TGF~ par les 
chondrocytes résulte en un phénotype ayant plusieurs similitudes avec l'ostéoarthrite 
chez l'humain (SERRA et al., 1997; YANG et al., 2001). Ces études indiquent que 
le TGF~ est un régulateur clé de la formation des os. 
1.4.2 Le BMP4 
Les bone morphogenetic proteins (BMP) ont originellement été identifiés comme 
des molécules sécrétées ayant la capacité d'induire la formation d'os par le processus 
d'ossification endochondrale (SAMPATH et REDDI, 1981). Le clonage subséquent 
de ces molécules a révélé que la famille des BMP était constituée de plusieurs 
protéines ayant diverses actions biologiques dans le développement de différents 
organes et tissus (WOZNEY et al., 1988; HOGAN, 1996). L'analyse de l'expression 
des différents BMP a révélé qu'ils ont une distribution propre à chacun mais qu'il 
existe une coexpression dans certains tissus. Par exemple, il a été rapporté que Bmp2, 
Bmp4, Bmp7 et Gdf5 étaient exprimés dans le perichondrium et qu'ils participaient à 
la formation et au développement du cartilage (MACIAS et al., 1997; ZOU et al., 
1997 ; FRANCIS-WEST et al., 1999). Il est connu que le proBMP-4 doit être clivé 
de façon à générer une molécule active avec un pouvoir de signalisation, mais 
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récemment, il été démontré que la furine avait la capacité de maturer celui-ci (CUI et 
al., 2001). 
Dans le but de déterminer le rôle physiologique des BMP dans la formation des os, une 
étude d'inactivation des signaux de différents BMP a été entreprise avec la 
surexpression de Noggin, un antagoniste naturel des BMP dans le cartilage. Les souris 
transgéniques résultantes sont déficientes pour la majorité des composantes 
squelettiques, suggérant que la signalisation par les BMP est essentielle à la formation 
du cartilage. Par la suite, une seconde série de souris transgéniques a été utilisée pour 
étudier BMP-4 de façon spécifique. La surexpression de BMP-4 dans le cartilage cause 
un accroissement de la production de cartilage et favorise la maturation des 
chondrocytes (TSUMAKI et al., 2002). L'action du BMP-4 semble être de promouvoir 
la différenciation des cellules du mésenchyme en chondrocytes matures 
(HATAKEYAMA et al., 2004). Jusqu'à maintenant, il a été malheureusement 
impossible d'obtenir des souris transgéniques déficientes en BMP-4, puisque de telles 
souris meurent à une étape précoce lors de la gestation (WINNIER et al., 1995). 
1.4.3 La PTHrP 
Lors de l'ossification endochondrale, la croissance longitudinale est assurée par les 
chondrocytes en prolifération, formant des colonnes verticales. Cette prolifération 
unidirectionnelle des chondrocytes ainsi que leur transition du phénotype prolifératif, 
formateur de cartilage, à hypertrophique, minéralisation du cartilage, sont des 
événements charnières dans la formation des os. Le parathyroïd hormone related 
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peptide (PTHrP) est un peptide sécrété produit par les chondrocytes et par plusieurs 
tissus embryonnaires et adultes ayant un mode d'action paracrine ou autocrine 
(KRONENBERG et al., 1996). Le PTHrP inhibe la conversion des chondrocytes en 
prolifération en chondrocyte hypertrophique (KRONENBERG et CHUNG, 2001). Son 
action se fait via le récepteur du PTH/PTHrP, soit le PPR, exprimé à de faibles niveaux 
chez les chondrocytes en prolifération et à de hauts niveaux chez les chondrocytes 
préhypertrophiques (VORTKAMP et al., 1996). Il a été démontré que ce peptide était 
synthétisé sous forme de pro-PTHrP inactif et qu'il était maturé par la furine (HENDY 
et al., 1995; LIU et al., 1995; LAWRE et al., 1998) 
Un modèle de souris transgénique P'ffup-t- a été développé (KARAPLIS et al., 
1994 ). Ces souris meurent durant la période périnatale et souffrent de sévères 
malformations squelettiques, principalement des os issus de 1' ossification 
endochondrale (VORTKAMP et al., 1996). L'étude histologique des os issus de ces 
souris a démontré que 1' absence de PTHrP engendrait une minéralisation précoce du 
cartilage à cause d'une transition prématurée des chondrocytes en prolifération en 
chondrocytes hypertrophiques. Dans un autre modèle de souris transgéniques où le 
PTHrP a été surexprimé, celles-ci démontrent un ralentissement marqué de la 
différenciation terminale des chondrocytes et une minéralisation retardée du cartilage 
(WEIR et al., 1996; AMLING et al., 1997). 
Le rôle critique joué par le PTHrP chez l'humain a été mis en évidence lorsque deux 
chondrodysplasies, les Blomstrand's lethal chondrodysplasia (BLC) et Jansen's 
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metaphysea chondrodysplasia (JMC), ont été liées à des mutations dans le récepteur 
PPR. Dans le cas du BLC, les patients atteints présentent une minéralisation précoce et 
anormale des os. L'ossification endochondrale est avancée de façon marquée et la 
région des os formée de chondrocytes en prolifération est virtuellement inexistante 
(BLOMSTRAND et al., 1985). Des études génétiques ont démontré que cette maladie 
était causée par une mutation qui a pour conséquence d'inactiver le PPR. Inversement, 
dans le cas du JMC, c'est plutôt un récepteur PPR constitutivement actif qui est la 
cause de cette maladie (SCHIPANI et al., 1995; SCHIPANI et al., 1996). Ces patients 
souffrent de nanisme sévère dû à un retard important dans le développement de 
l'ossification endochondrale ainsi que d'un taux élevé de calcium et de phosphate 
sanguin (JANSEN, 1934; KRUSE et SCHUTZ, 1993). 
1.4.4 La CHM-1 
Le cartilage est avasculaire. Cette particularité en fait une structure biologique 
unique. Dans les étapes qui mènent à la formation des os lors de l'ossification 
endochondrale, le cartilage formé est résistant à l'invasion vasculaire. Par contre, 
avec la maturation du cartilage parallèlement à la différenciation des chondrocytes, 
des vaisseaux sanguins envahiront le cartilage hypertrophique. Cette étape marque la 
fin du cartilage et le début de la minéralisation. Au début des années 90, la molécule 
chondromodulin-1 (CHM-1), responsable de la résistance du cartilage à la 
vascularisation, a été identifiée (HIRAKI et al., 1991). CMH-1 est une glycoprotéine 
dont l' ARNm est retrouvé en abondance dans le cartilage fœtal et dans les zones de 
prolifération et préhypertrophique cartilagineuse chez l'adulte. Par contre, elle est 
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absente dans les zones hypertrophiques et de minéralisation. CHM-1 est le premier 
modulateur et facteur anti-angiogénique naturel à avoir été identifié et isolé dans le 
cartilage. Il inhibe la prolifération des cellules endothéliales vasculaires et la 
formation de vaisseaux sanguins par les cellules endothéliales bovines (HIRAKI et 
al., 1995). Ce facteur de croissance a la capacité de stimuler la synthèse d' ADN et du 
protéoglycan par les chondrocytes (SUZUKI, 1996). Comme beaucoup de protéines, 
le précurseur du CHM-1 doit subir un clivage protéolytique avant d'être 
biologiquement actif. Il a été déterminé que la furine est responsable de cette 
maturation (AZIZAN et al., 2001) 
1.5 L'ostéoarthrite en tant que pathologie type du cartilage 
L' ostéoarthrite est la maladie non-inflammatoire la plus commune des articulations. 
Elle se distingue de l'arthrite rhumatoïde, une maladie auto-immune inflammatoire 
systémique, ciblant particulièrement les articulations. L' ostéoarthrite est caractérisée 
par une perte progressive du cartilage articulaire associée à de la douleur menant à la 
perte de fonctions des articulations. Cette maladie touche 10 % de la population 
mondiale et on estime que 50 % des personnes âgées de 60 ans et plus en sont atteintes. 
D'ailleurs aux États-Unis, approximativement 16 millions de personnes souffrent de 
cette condition. Tenant compte du vieillissement de la population, les coûts sociaux 
reliés à cette pathologie risquent d'atteindre des sommes colossales. Encore 
aujourd'hui, les seuls médicaments ayant un effet bénéfique sur le bien-être des 
patients sont ceux de type anti-inflammatoire non stéroïdien (AINS) qui ont un effet 
inhibiteur sur la COX-2. Ces médicaments sont prescrits afin d'atténuer la douleur et 
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diminuer l'inflammation. Mis à part que ces derniers contrôlent les symptômes 
arthritiques, ils ne traitent pas l' ostéoarthrite, mais ils peuvent en plus causer des 
problèmes gastriques comme des ulcères, des saignements et des plaies pouvant 
s'avérer très graves. De plus, un risque plus élevé de crise cardiaque et d'accident 
cérébrovasculaire a été rapporté lors de l'utilisation de valdecoxib (Bextra), celecoxib 
(Celebrex) et refocoxib (Vioxx). 
Bien que de nombreuses recherches entretiennent l'espoir de trouver une thérapie, 
comme dans le cas de plusieurs maladies multifactorielles, il est actuellement difficile 
de déterminer la ou les meilleures cibles thérapeutiques. La dernière grande 
découverte dans ce champ d'études a été la démonstration indiquant que 
l' interleukine-! (IL-1) est une molécule-clé dans le processus catabolique du 
cartilage articulaire lors de l'ostéoarthrite (PUJOL et LOYAL, 1987; PELLETIER et 
MARTEL-PELLETIER, 1989). Il a aussi été démontré que l'IL-1 avait la capacité 
d'induire la production d'enzymes catalysant la dégradation du cartilage, les 
métalloprotéases, en plus de supprimer la production des constituants majeurs du 
cartilage tel le collagène de type II et l' aggrécan (BENTON et TYLER, 1988 ; 
GOLD RING et al., 1988 ; CA WSON et al., 1999 ; FLANNERY et al., 1999). 
Depuis, à cause de son action néfaste sur l'intégrité du cartilage, le système IL-1 et 
son effet inductif sur les chondrocytes est devenu la cible de nombreuses recherches 
visant à développer une avenue thérapeutique. De plus, des efforts considérables ont 
été mis de l'avant pour produire des inhibiteurs des métalloprotéases induits par l'IL-
1 et développer une approche pour bloquer la liaison de cette dernière à son récepteur 
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(HUNG et al., 1994). Il est clair qu'une meilleure compréhension des événements 
cellulaires et moléculaires menant à l'érosion du cartilage permettrait de mettre en 
lumière de nouvelles cibles thérapeutiques. 
Malgré de nombreuses recherches, l'origine même de la maladie est toujours inconnue. 
Une théorie développée ces dernières années et soutenue par plusieurs résultats 
expérimentaux semble faire lentement sa place. Tel qu'expliqué précédemment, lors de 
l'ossification endochondrale, le cartilage passe par une série d'étapes de différenciation 
menant ultimement à son hypertrophie, à sa minéralisation, puis à l'ossification. Par 
contre, le cartilage articulaire ne suit pas ces étapes et arrête le processus avant 
l'hypertrophie. Selon cette hypothèse, les chondrocytes articulaires, responsables de 
maintenir l'intégrité du cartilage articulaire, briseraient leur état de quiescence et 
progresseraient de façon anormale vers une différenciation terminale (YANG et al., 
2001 ; LANNONE et al., 2003). Cette différenciation pousse les chondrocytes à 
exprimer un éventail de gènes complètement différents de ceux exprimés 
normalement et les rend incapables de maintenir l'intégrité du cartilage articulaire. Il 
s'ensuit une dégénérescence du cartilage puis l'ostéoarthrite. 
1.6 Pertinence et objectifs de recherches 
Par sa capacité à maturer plusieurs facteurs de croissance importants impliqués dans 
la différenciation des chondrocytes, la formation du cartilage et son maintien, la 
furine pourrait s'avérer une cible thérapeutique intéressante dans le cadre de 
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1' osthéoarthrite. Cette maladie est caractérisée par une diminution des processus 
anaboliques que nous croyons être causée par un bris de leur état de quiescence. Les 
chondrocytes progresseraient de façon anormale vers une différenciation terminale si 
bien que les facteurs de croissance impliqués dans la formation et le maintien du 
cartilage sont insuffisants pour maintenir l'homéostasie. Un retour vers un état 
d'équilibre entre les processus anaboliques et cataboliques serait donc souhaitable. 
Nos objectifs de recherche étaient donc d'étudier l'expression du gène de la furine 
lors de la différenciation de la lignée cellulaire A TDC5 en tant que modèle cellulaire 
d'ossification endochondrale, puis de déterminer le ou les facteurs de transcription 
impliqués dans cette régulation. 
L'identification d'un facteur de transcription régulant le gène de la furine et impliqué 
dans la formation du cartilage ouvrirait la voie à une nouvelle avenue dans le 
traitement de 1' osthéoarthrite. Il a été démontré que la surexpression de la furine 
pouvait mener à une augmentation de la production de facteurs de croissance matures 
(NAKAJIMA et al., 2002). Cette même surexpression permettrait, dans un premier 
temps, de bloquer la différenciation des chondrocytes articulaires grâce à l'action du 
TGF-~ et du PTHrP puis dans un second temps, de promouvoir la production de 
cartilage articulaire via l'action du BMP-4. 
42 
2. PUBLICATION 
Implication du facteur de transcription SOX9 dans la régulation du gène 
FUR lors de la différenciation chondrogénique des cellules A TDC5 
Philippe Guimont, Francine Grondin et Claire M. Dubois 
Article soumis au journal : Journal of Biological Chemistry 
43 
Contribution de l'étudiant: 
En ce qui concerne les travaux contenus dans la publication incluse dans ce mémoire, 
Philippe Guimont a participé à l'écriture de cet article sous la supervision de sa directrice 
de recherche. Également, l'étudiant a réalisé toutes les expériences présentées. 
44 
INVOLVEMENT OF SOX9 IN FUR GENE REGULATION DURING 
CHONDROGENIC DIFFERENTIATION OF ATDCS CELLS 
Philippe Guimont, Francine Grondin and Claire M.Dubois 
From the Immunology Division, Faculty of Medicine, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, QC, Canada 
Running Title: Fur Gene Regulation In Chondrogenic Differentiation 
Address correspondence to: Claire M. Dubois, Immunology Division, Faculty of Medicine, 
Université de Sherbrooke, 3001, 12e Avenue Nord, Sherbrooke QC, Canada, JlH 5N4, Tel. 
819 564-5289; Fax. 819 564-5215; E-Mail: cmdubois@courrier.usherb.ca 
45 
The proprotein convertase furin is ubiquitously expressed in vertebrates and is involved 
in the processing of a variety of substrates, some of which are key to normal 
chondrogenesis events. To gain insights into the regulation of furin during 
chondrogenesis, we used the mouse prechondrogenic A TDCS cell line, an established in 
vitro model of cartilage differentiation. Increased expression of furin mRNA was 
observed during chondrogenic differentiation, an event that correlated with increased 
mRNA levels of Sox9, a potent HMG-box-containing transcription factor required for 
cartilage formation. Transient transfection of Sox9 in non-chondrogenic cells resulted 
in a marked increase in furin mRNA and in the transactivation of the furin PIA 
promoter. Direct Sox9 action on the PIA promoter was narrowed down to a critical 
canonical site with Sox9 binding capability by EMSA. Sox9 transactivation effect was 
inhibited by L-SoxS and Sox6, two Sox9 homologs expressed in a differential fashion as 
opposed to furin in A TDCS cells. Sox6 inhibitory effect was reduced when using Sox6-
HMG-box mutants, indicating a repressive effect through direct HMG-box/DNA 
binding. Taken together, these results indicate that Sox9 positively regulates furin 
expression during chondrogenesis. They also suggest a negative regulatory role for 
Sox6 in this regulation. 
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Introduction 
Cartilage is a complex tissue containing a unique set of extracellular matrix 
(ECM) that provides the tissue its ability to withstand compression and frictional 
stress associated with joint movement (1). Chondrocytes at different stages of 
differentiation are responsible for the precise production of ECM in several different 
types of cartilage tissue in the developing vertebrate including growth plate cartilage 
and articular cartilage (2). The acquisition of the chondrocyte phenotype occurs 
along a major pathway of differentiation of mesenchymal cells involving coordinate 
expression of growth factors, receptors as well as signal transduction molecules. 
Many of these molecules are synthesized as proproteins and require proteolytic 
processing to generate functional peptide products. For example, the parathyroid 
hormone related peptide (PTHrP) is essential for the transition from prehypertrophic 
to hypertrophie stage of chondrogenesis (3-5). Both PTHrP and PTHrP receptor 
(PPR) null mice show premature mineralization and ossification that appear to be 
related to premature transition of proliferative to hypertrophie chondrocytes (4,6). 
Members of the TGFB family, including TGFBs and BMPs, are essential for proper 
chondrocyte differentiation and production of cartilage matrix. The loss of 
responsiveness to TGFB in mice promotes terminal differentiation of chondrocytes 
and results in degenerative joint disease resembling osteoarthritis (7,8). 
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AU these polypeptides above are substrate for the proprotein convertase (PCs) 
named furin. It is an essential endoprotease of the constitutive secretory pathway (9-
12). Purin is involved in the activation of a variety of precursor proteins through 
proteolysis at the C-terminal side of the optimal consensus sequence Arg-X-Lys/Arg-
Arg (13-14). It has an essential role in developmental processes and increasing 
evidence suggests that furin plays a key role in cartilage development. By 
midgestation stages, furin is abundantly expressed in all precartilaginous bodies in 
skeletogenic centers, such as the cartilage primodium of cephalic bones, vertebral 
bodies, ribs and femurs (15). An appropriate localization and expression level of 
furin seems to be important for the maintenance of normal cartilage. It was shown 
that in normal articular cartilage, immunoreactive furin is almost exclusively 
expressed in chondrocytes of the superficial zone whereas in osteoarthritis cartilage, 
its expression is modified and detected in articular cells throughout the cartilage 
tissue (16). To date, however, the mechanisms that control furin gene expression in 
chondrocytes remain unknown. 
A number of studies have searched for transcription factors that control 
chondrocyte differentiation. Sox (,S_ry-type HMG b~ proteins, which form a 
subfamily of DNA-binding proteins that features a high-mobility-group (HMG) 
demain, have critical fonctions in a number of developmental processes, including 
sex determination (17,18), neurogenesis (19,20), and skeleton formation (21-23). 
The minimal consensus binding sequence for Sox proteins has been defined as the 
heptameric sequence (A/T)(A/T)CAA(A/T)G (24,25). Analysis of the furin Pl, PIA 
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and PlB promoter sequences reveals the presence of putative DNA recognition 
elements for members of the Sox transcription factors, including several closely 
spaced sites characteristic of Sox9-regulated genes. One of the earliest molecules 
required for cell commitment during skeletogenesis is Sox9 (26, 27). An essential 
role for Sox9 in cartilage formation was demonstrated by the identification of Sox9 
mutations in patients with campomelic dysplasia (28), a disease characterized by 
severe malformations of essentially all cartilage-derived structure and associated in 
some case with XY sex reversai (29-31). In mouse and human embryonic cartilages, 
Sox9 directly regulates the transcription of Col2al (21,22), Col9al (32), Coll lal 
(33,34) and Age (35) genes involved in cartilage matrix formation. The most 
convincing evidence that Sox9 is required for mesenchymal condensation cornes 
from mouse genetic studies. In chimaeric murine embryos, Sox9_,_ embryonic stem 
(ES) cells, are excluded from mesenchymal condensation, indicating that Sox9 is 
essential for their formation (27). 
The finding that furin is involved in the maturation/activation of several growth 
factors and hormones synthesized by chondrocytes, coupled with the observation that 
the fur promoter contains multiple SOX motifs, prompted us to investigate the 
expression and regulation of the fur gene in chondrocytes. In this report, we 
demonstrate the developmental expression profile of furin in the mouse 
prechondrogenic A TDC5 cell line, an established in vitro model of cartilage 
differentiation, and the involvement of Sox molecules in such regulation. 
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Experimental procedures 
Plasmids and reagents 
The human fur promoter luciferase constructs pGL2-Pl, pGL2-PlA and 
pGL2-PlB were generously provided by Dr. Torik A. Y. Ayoubi (University of 
Leuven and Flanders Interuniversity, Belgium). The plasmids mL-Sox5/pCDNA3, 
mSox6AfpCDNA3 and hSox9/pCDNA3 were kindly given by Dr. Benoit de 
Crombrugghe (University of Texas, MD Anderson Cancer Center, TX). All mSox6A 
HMG domain mutants were prepared by site-directed mutagenesis using Quick 
Change Mutagenesis kit (Stratagene, Cedar Creek, TX), and sequenced. For EMSA, 
cartridge purity grade oligonucleotides, synthesized by Gibco (Burlington, ON, 
Canada), were used. Phenylethanesulfonyl fluoride (PMSF), leupeptin and pepstatin 
A were from Sigma (Oakville, ON, Canada), poly (dl-dC) was from Amersham 
Biosciences (Baie d'Urfé, QC, Canada), T4 polynucleotide kinase was from New 
England Biolabs (Pickering, ON, Canada), aprotinin and nonidet P-40 (NP-40) were 
from Roche (Mississauga ON, Canada), [y-32P] ATP was from PerkinElmer 
(Woodbridge, ON, Canada) and acetylated BSA was from Promega (Mississauga, 
ON, Canada). 
Cell culture 
ATDC5 cells, generously provided by Dr. Y. Yamada (National Institutes of 
Health, Bethesda, MD), are clonal mouse carcinoma cells derived from the AT805 
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cell line (36). They display a number of characteristics of committed 
chondroprogenitor cells and undergo insulin-induced differentiation that mimics 
chondrocyte differentiation in vivo (37). ATDC5 cells were maintained in Dulbecco's 
modified Eagle and Ham F-12 (DMEM/F-12; Gibco) medium containing 5% foetal 
bovine serum (FBS; Gibco), 100 U/ml penicillin, 100 U/ml streptomycin (Winset 
Inc., St-Bruno, QC, Canada), 10 µg/ml human transferrin (Gibco) and 3x10-8M 
sodium selenite (Sigma). For chondrocyte differentiation, ATDC5 were seeded to 
4.0x105 cells in 10 cm petri (Starsted, Montreal, QC, Canada) at 37°C under 5% C02, 
and 10 µg/ml bovine insulin (Sigma) was added to the medium. The culture medium 
was then switched on day 21 to aMEM (Gibco) containing the same supplements 
and the C02 concentration was shifted to 3% to facilitate cellular hypertrophy and 
mineralization. The medium was changed every other day for 35 days. Cos7 cells 
(American Type Culture Collection, ATCC) were maintained in DMEM high glucose 
(Gibco) containing 10% FBS (Gibco) and 40 µg/ml garamycin (Sabex, Boucherville, 
QC, Canada). HepG2 cells (ATCC) were maintained in Modified Eagle medium 
(MEM; Gibco) containing 10% FBS (Gibco) and 40 µg/ml garamycin. 
Luciferase Assays 
HepG2 or Cos7 cells were transiently transfected by the CaP04 precipitation 
technique using a mammalian cell transfection kit (Speciality Media Inc., Lavalette, 
NJ), as previously described (38). Briefly, 24 h prior to transfection, HepG2 and 
Cos7 cells in complete medium were plated into 6-well plates (Falcon Labware, 
Mississauga, ON, Canada) using a plating density of 125000 and 100000 cells/well, 
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respectively. The cells were fed with fresh complete medium for 3-4 h before 
transfection. Cells were transfected with 2 µg DNAfwell for each plasmid. 
Appropriate amounts of control vectors were used to compensate for potential 
squelching. After overnight incubation, the cells were lysed and luciferase activity 
was measured. The results were expressed as fold-induction of luciferase activity. 
Semi-quantitative RT-PCR 
A TDC5 cells were grown for up to 35 days and total RNA was extracted 
according to the Trizol-reagent protocol (lnvitrogen, Burlington, ON, Canada). Gene 
expression was analysed by semi-quantitative RT-PCR. RNA aliquots of 2.5 µg were 
reverse-transcribed in a 20 µl volume with 2 µl of random decamer (Ambion, Austin, 
TX) and 200 U of Superscript II reverse transcriptase (lnvitrogen), using the 
SuperScript protocol. PCR was performed in a 50 µl volume containing 1 µl of the 
reverse-transcription reaction with the cDNA, 1 µM gene-specific primers and 1.25 U 
of Taq DNA polymerase (Roche). For each primer, the melting temperature (TM) 
was carefully determined to obtain only the gene amplification band of interest. 
Reaction products were analysed on 1.5% agarose gels in the presence of 2.7 µg/ml 
ethidium bromide (Sigma) and a digital image of each gel was captured using a gel 
documentation system (Kodak digital science DC120 camera and software). 
The sequences of the specific pairs of primer used for PCR were as follow: 
sense: 5'CGAAGAGCCAAGAGGGACCTGTA3' and antisense: 5'CAGTCACCTC 
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GCCATCCAACATC3' for furin; sense: 5'GAAGCCATCCGTGGCCAGAT3' and 
antisense: 5'GACGTCAAAAGACAGCCACT3' for TGF~1; sense: 5'CAAGTCCA 
TCCAAGACTTGC3' and antisense: 5'CGTGTCCTTGGAAGATCTTC3' for 
PTHrP; sense: 5'GACAGAAAGAGAATCCA TTGGT3' and antisense: 
5'TTCTTGATCAGCTCTTCCATCT3' for L-Sox5; sense: 5'CTAAGAATGTCT 
TCCAAGCAAG3' and antisense: 5' AAGTAGTTTTTCCATGCAGGAG3' for 
Sox6; sense: 5'GTGGCAAGTATTGGTCAA3' and antisense: 5'GAACAGACTCA 
CATCTCT3' for Sox9; sense: 5'CACACTGGTAAGTGGGGCAAGACCG3' and 
antisense: 5'GGATTGTGTTGTTTCAGGGTTCGGG3' for type II collagen; sense: 
5'CAGGAAAACCTGGACAGCAG3' and antisense: 5'ACCCTTAGCACCATTGA 
CAC3' for type X collagen; sense: 5'AGGAATTGACGGAAGGGCAC3' and 
antisense: 5'GTGCAGCCCCGGACATCTAAG3' for 18S. The optimal number of 
cycles and annealing temperatures were determined as being the following: 29 cycles 
at 60°C for furin, 40 cycles at 56°C for TGF~ 1 , 38 cycles at 62°C for PTHrP, 40 
cycles at 58°C for L-Sox5 and Sox6, 30 cycles at 55°C for Sox9, 32 cycles at 60°C 
for type II collagen, 34 cycles at 60°C for type X collagen and 25 cycles at 60°C for 
18S. 
Real-time PCR 
Fur and 18S DNA were cloned in pGEMT plasmid (Promega) using the 
Promega protocol. Both plasmids were amplified in bacteria, extracted with Quiagen 
midiprep plasmid extraction kit (Quiagen) and diluted from 108 to 103 copies/µ! to 
perform standard curve amplification. The reaction mixtures for real-time PCR were 
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optimized for the Rotor-Gene 3000 (Corbett Research, Kirkland, QC, Canada) and 
consisted of 2.5 mM MgClz, 1.6 µl SYBR green (111000) and 0.5 µl of reverse-
transcription reaction in a total of 25 µl. The cycling program was: initial 
denaturation at 95°C for 5 min, 45 cycles of amplification with an annealing 
temperature of 60°C for 30 sec and a final extension at 72°C for 30 sec. Fluorescence 
data was acquired at the end of the extension phase. Results were analysed using 
Rotor-Gene analysis software V.5.0. 
Nuclear extracts and EMSA 
HepG2 cells were seeded using a plating density of 15 x 106 cells / 15 cm dish 
(Starsted). Cells were transfected with 30 µg of hSox9/pCDNA3 plasmid described 
above. After overnight incubation, nuclear extracts were prepared as described (39). 
Nuclear extracts (10 µg) were analysed by EMSA as described (40). Protein-DNA 
binding reactions were carried out with 40000 cpm of oligonucleotide probe (32P-
end-labeled with T4 kinase) in Sox9-binding buffer (20 mM HEPES (pH 7.9), 50 
mM KCl, 10% vol/vol NP-40) supplemented with 30 µg acetylated BSA and 0.75 µg 
poly (dl-dC) before addition of the labelled probe. For supershift experiments, 
binding reactions were conducted in the presence of a specific Sox9 antibody (Santa 
Cruz Biotchnology, Santa Cruz, CA) or isotype-matched antibody (Sigma) (30 min 
on ice) before addition of 32P-labeled probes. The sequences of the sense strands of 
the oligonucleotides used for EMSA were as follows: 5' -CCAGCATTGTTCCTCCA 
GTTTCCAGTT-3' (PlA AB sites), 5'-CCAGTTAAAAGCCTCTTAAAAACAGTT 
-3' (PlA AB sites mut), 5'-CCAGTTAAAACCTCCAGTTTCCAGTT-3' (PlA A 
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site mut), 5'-C CAGCATTGTTCCTCTTAAAAACAGTT-3' (PIA B site mut), 5'-
GGTTTTCAAAGG CGCCTTGTTTGCC-3' (COLL11A2) (34). 
Western blot analysis 
Total cell lysates and immunoblotting were performed as previously described (41). 
The nuclear extracts were isolated as described above. The membranes were probed 
ovemight with a rabbit anti-Sox9 antibody (Santa Cruz) followed by peroxidase-
conjugated anti-rabbit IgG (Sigma). Blots were developed using the ECL western 
blotting detection reagent (Amersham). 
Results 
Modulated expression offurin in differentiating ATDC5 cells 
The proprotein convertase furin is ubiquitously expressed in vertebrates and is 
involved in the processing of a variety of substrates, some of which being involved in 
chondrogenesis. To gain insights into the regulation of the fur gene ( encoding furin) 
during chondrogenesis, we used the mouse prechondrogenic ATDC5 cell line, an 
established insulin-induced in vitro model of cartilage differentiation (37). As 
demonstrated in Fig. IA, collagen type 2al mRNAs were expressed in ATDC5 cells 
from day 3 onwards, concomitant with the chondrocyte being elongated and forming 
cellular condensation (42). Gene expression for the type JOal collagen was 
detectable during both nodule formation and hypertrofic stages (days 21-28) (37). In 
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Figure 1. Expression of Furin and Sox during chondrogenic differentiation of 
ATDCS cells. Cells were plated at 4.0xl05 cells in 10 cm dishes and maintained in 
DMEM/F-12 containing 10% FBS and ITS. Total RNA was extracted at the 
indicated days of culture. A. Reverse-transcribed cDNAs were amplified by PCR 
with gene-specific primers. Aliquots of the PCR products were resolved on 1.5% 
agarose gels. B. Fur mRNA levels were measured by real-time PCR, normalized to 
18S ribosomal RNA and quantified as described in Experimental Procedures. Results 
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addition, Sax mRNAs were first detected at the condensation stage (day 5), with peak 
expression at the nodule formation stage (days 7-14), followed by graduai decline in 
expression levels at the prehypertrophic (day 21) and hypertrophie (day 28) stages. 
In contrast, L-Sox5 and Sox6 mRNAs were expressed throughout the ATDC5 
differentiation process. The observed pattern of expression of the chondrogenic 
differentiation marker type 2al collagen, type 1 Oal collagen and Sox9 are in 
agreement with previously published data (36,37,42). 
Analysis of furin mRNA levels revealed a similar Sox9 expression pattern, 
with absence of mRNA detection at the pre-condensation stage, peak levels at the 
nodule formation stage, ançl graduai decline thereafter. The furin substrate PTHrP 
closely followed the furin expression pattern, while TGF~ 1 was mostly expressed at 
the more differentiated hypertrophie stage. Real-time PCR analysis was performed 
to quantitatively measure furin mRNA expression levels. As observed in Fig. lB, the 
number of furin gene copies detected correlated with the expression pattern obtained 
with the semi-quantitative PCR assay. Taken together, our results indicate that 
A TDC5 cell culture differentiate in a time-dependent fashion in the presence of 
insulin, as previously reported. They also indicate that the expression of furin and 
Sox9 genes are co-modulated during the ATDC5 differentiation process, suggesting a 
relationship between Sox9 and furin expression. 
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Sox9 acts to amplify fur expression 
To determine whether Sox9 modulates endogenous fur gene expression, Cos7 
cells, which display undetectable endogenous levels of Sox9 (data not illustrated), 
were transfected with pCDNA3-encoding human Sox9 expression vector (pCDNA3-
hSox9), followed by real-time PCR analysis of fur transcripts. As indicated in Fig. 
2A, Sox9 transfection induced the expression of furin mRNAs with 1.6, 2.3 and 4.3 
fold-increases when using 2 µg, 5 µg and 10 µg of transfected plasmids, respectively. 
These results indicate that the transcription factor Sox9 positively regulates furin 
mRNA levels in cells. 
Differential sensitivity of the fur promoters to the transcription factor Sox9 
Previous reports have demonstrated that fur transcription was regulated by 3 
promoters, namely Pl, PIA and PlB (43). To determine whether Sox9 directly 
impact furin transcription, we measured the effect of Sox9 expression on the 
transcriptional activity of each of the three furin promoters in HepG2 cells. This cell 
line has been previously used to study the impact of various transcription 
factors/signalling molecules on furin gene expression (41). As shown in Fig. 2B, 
HepG2 cells expressed moderate levels of Sox9 protein. Transient transfection of a 
Sox9-encoding plasmid resulted in a marked increase in Sox9 protein levels. For 
furin promoter assays, HepG2 cells were transiently transfected with the furin 
luciferase reporter constructs pGL2-Pl, pGL2-PlA and pGL2-PlB or the Col2al 
reporter construct 4X48p89Col2al, with or without pCDNA3-hSox9, or an empty 
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Figure 2. Sox9 transactivates the human fur gene in Cos7 and HepG2 cells. A. 
Cos7 cells were transfected with pCDNA3-hSox9 and furin mRNA levels were 
measured by real-time PCR, normalized to 18S ribosomal RNA, and quantified as 
described in Experimental Procedures. A typical experiment out of three is 
represented. B. HepG2 cells were cotransfected with 2 µg of pGL2-Pl, pGL2-PlA, 
pGL2-PlB or 4x48p89Col2al, and 2 µg of pCDNA3-hSox9 or control pCDNA3. 
Luciferase activities were determined and expressed as fold-induction relative to 
unstimulated (-Sox9) promoters. Data are expressed as the mean ± SEM; n = 5. 
(lnsert) HepG2 cells were transfected with pCDNA3-hSox9 or with empty vector. 
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vector as a control. In cells transfected with Sox9, whereas the Pl or the PlB 
promoters were not transactivated by the transcription factor, an approximately 5-fold 
increase in PIA transactivation was observed (Fig. 2B). Surprisingly, the increase in 
PIA promoter transactivation by Sox9 was similar to the one obtained with a 
luciferase construct containing 4 tandem repeats of the 48 bp Col2al promoter, a 
strong chondrocyte-specific enhancer known to be activated by Sox9 (44). These 
results suggested that the fur gene is transactivated by Sox9 and that strong Sox 
regulatory regions reside within the furin PIA promoter. 
Deletion analysis of the furin P JA promoter 
To delineate the PIA promoter region(s) implicated in Sox9 regulation, 5' 
deletion constructs were co-transfected into HepG2 cells along with the pCDNA3-
hSox9 expression vector. As shown in Figures 3B and 3C, both basal and Sox9 PIA 
responses were retained up to position -2096. Further deletions to position -1563 
resulted in a sharp decrease in basal (Fig. 3B) as well as Sox-9 transactivation (Fig. 
3C) capabilities near to values obtained with a basic pGL2 promoter. We therefore 
conclude that Sox9 responsive elements reside within the -2096 to-1563 promoter 
region of the PIA furin promoter. 
60 
Figure 3. Basal and Sox9-induced transactivations of PJA 5' deletion constructs. 
A. Schematic representation of consensus Sox recognition sequences within the far 
PIA promoter fragments shortened in 5' using endogenous Stu/, Agel, Mscl, Not/ 
restriction sites. Positions are relative to the 3' end of the PIA promoter sequence. B. 
HepG2 cells were cotransfected with either 2 µg of pGL2-PlA or individual 5' 
deletion constructs alone or C. in the presence of pCDNA3-hSox9 or empty 
pCDNA3. After 48 h, basal and Sox9-induced luciferase activities were determined 
and expressed as relative luciferase units (RLU) relative to unstimulated pGL2 
values. Data are expressed as the mean ±SEM; n = 8. *, P< 0.05; ***, P< 0.0001 by 
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Functional analysis of Sox9 binding sites within the -2096 to-1563 PIA promoter 
sequence 
The common Sox9 binding site was previously shown to consist of an 
heptameric AT-rich DNA sequence, although recent data highlighted the presence of 
a more complex architectural binding sequence within the 5'UTR of several Sox9-
induced genes. Such motif consists of two Sox recognition sites, separated by 3 or 4 
nucleotides and facing each other to allow binding of Sox9 as a dimer (34). Analysis 
of the Sox9 sensitive -2096 to-1563 promoter sequence revealed the presence of 3 
putative Sox recognition sequences, designated A-C (Fig. 4A). Sites A and B have 
features of a paired Sox site, oriented toward each other and spaced by 4 nucleotides, 
whereas the C site harbours characteristics of a single heptameric Sox sequence 
located 255 bp downstream from the A-B site. To define more precisely the role of 
these putative Sox-binding sites in PlA transactivation, point mutations were 
introduced into sites A, Band C, resulting in four distinct mutants: pGL2-PlA-mutA, 
pGL2-PlA-mutB, pGL2-PlA-mutAB and pGL2-PlA-mutC (Fig. 4A). Mutations of 
site A, and more importantly site B, decreased Sox9-induced promoter activity, while 
mutation of both A and B sites resulted in only slight additional inhibition, 
suggesting that these two sites act in a cooperative manner (Fig. 4B). In contrast, 
mutation of the C site did not significantly reduce Sox9 stimulation, further 
suggesting that this site is dispensable for Sox9 response of the Pl A promoter. 
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Figure 4. Functionality of Sox heptameric sequences within the PIA promoter. A. 
The nucleotide sequences of the putative Sox sites within the fur PIA promoter are 
depicted. Positions are relative to the 3' end of PIA. The three putative SOX/Sry-
binding sites are designated A to C. Sequences of the mutated fragments are shown 
below. Only mutated nucleotides are indicated, unchanged nucleotides are 
represented by dots. B. HepG2 cells were cotransfected with 2 µg of wild type or 
Sox-mutated pGL2-PIA and 2 µg of pCDNA3-hSox9 or empty plasmid as control. 
Luciferase activities were determined and values expressed as fold-induction relative 
to unstimulated pGL2 values. Data are presented as the mean ± SEM; n = 3. *, P< 









-1856 site A site B -1814 
5 ' gaggacccagcattgttcctccagtttccagttcttgcagtg 3 ' 
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To determine wether the tandem Sox sequence (A,B sites) could bind Sox9, 
we performed electrophoretic motility shift assays (EMSA) with a 27-bp probe 
containing the wild-type A and B (oligonucleotide PIA-AB, Fig. 5A). Three retarded 
bands (Cl, C2, and C3) were obtained with nuclear extracts from Sox9 transfected 
HepG2 cells (Fig. 5B). AU three complexes were effectively competed using a cold 
oligonucleotide featuring a consensus Sox9 sequence (34) (data not shown). In 
contrast, mutated oligonucleotides with 3-bp substitutions within the A and B motif 
(PlA-AB mut) were unable to form complexes (Fig. 5, lanes 4-6). In addition, a 
Sox9-specific antibody supershifted into 2 slower migrating bands, the C 1, C2 and 
C3 complexes (Fig. 5B, lane 3), corresponding to monomeric Sox9, dimeric Sox9 
and Sox9-binding factor complexes (28, 34, 45-48) respectively, whereas an isotype-
matched control antibody was inefficient (Fig. 5B, lane 2). Therefore, Sox9 is a 
component of the Cl, C2 and C3 complexes. Taken together, these results show that 
the Sox consensus sequences located between positions -1856 to-1814 of the furin 
PIA promoter specifically interact with Sox9. 
To study the relative contribution of site A and site B in Sox 9 binding, the A 
and B sites of the PIA-AB oligonucleotide were individually mutated. As 
demonstrated in Fig. 5B, disruption of the A site (PlA-Amut; lanes 7-9) resulted in 
the formation of only one high mobility complex, corresponding to the monomeric 
Sox9 DNA complex (C3), whereas mutations in either the B site (PlA-Bmut; lanes 
10-12) or both A and B sites (PlA-ABmut; lanes 4-6) prevented the formation of all 
Sox9 complexes. These results suggest that Sox9 binds to the B site as a monomeric 
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Figure 5. Sox9 specifically interacts with the Sox/Sry-binding site A and B of the 
human fur PIA promoter. A. Schematic representation of oligonuclotides used in 
EMSA. The A and B letters refer to Sox/Sry-binding sites in the PlA sequence of fur 
shown in Fig. 4A. B. Nuclear extracts from HepG2 cells transfected with RCDNA3-
hSox9 were incubated 10 min at room temperature in binding buffer with 3 P-labeled 
oligonucleotide PlA-AB, PlA-ABmut, PlA-Amut and PlA-Bmut. Specificity of 
complex formation was tested by the inclusion of unlabeled competitors (cold 
oligonucleotide Coll la2, data not illustrated) or by including antibody to Sox9 or 
rabbit IgG isotype-matched controls. SS indicates supershifted complexes; Cl, C2 
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form whereas the A site does not bind any Sox9 complexes. ln addition, both A and 
B sites act in a cooperative manner for the binding of the higher molecular weight C2 
(dimeric Sox9) and Cl (Sox9-binding factor) complexes. 
L-Sox5 and Sox6 actas negative regulators of Sox9-induced fur expression 
Sox9 cooperates with L-Sox5 and Sox6 to regulate the expression of various 
genes, including the type II collagen and the cartilage link protein (CRTLJ) (26, 49, 
50). To provide insights into the possible cooperation between Sox6 and L-Sox5 
proteins in the regulation of the fur gene, endogenous Sox9 expressing HepG2 cells 
or Sox9 negative Cos? cells were co-transfected with pGL2-PlA and the three Sox-
encoding plasmids (pCDNA3-L-Sox5, pCDNA3-Sox6, pCDNA3-Sox9), alone or in 
combination, and luciferase activity was measured. As shown in Fig. 6A, expression 
in HepG2 cells of individual L-Sox5 or Sox6 or their combination resulted in 18.2%, 
57.3% and 70.4% reduction respectively, of basal PIA transcription activity, an 
effect that was statistically significant with Sox6 alone or L-Sox5 and Sox6 
combinations. Such basal inhibitory impact of L-Sox5, Sox6 or their combination 
was not observed with the Sox9-negative cell line Cos? (Fig. 6B), suggesting an 
interrelationship between L-Sox5, Sox6 and endogenously expressed Sox9 in HepG2 
cells. Supporting this, co-transfection of L-Sox5, Sox6, or their combination, with 
Sox9 blunted Sox9-induced PlA transactivation in both HepG2 and Cos? cells (Fig. 
6A, 6B). Data from real-time PCR analysis of fur transcripts in Cos? cells 
demonstrated similar action of L-Sox5 and Sox6 in reducing Sox9-induced 
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Figure 6. Negative regulation of the fur PIA promoter by L-SoxS and Sox6 in 
HepG2 and Cos7 cells. A. HepG2 and B. Cos7 cells were cotransfected with 2 µg of 
pGL2-PlA and either 2 µg of pCDNA3-hSox9, pCDNA3-mL-Sox5, pCDNA3-
mSox6 or pCDNA3 empty plasmid for 48 h. Luciferase activities were determined 
and expressed as fold-induction relative to pGL2-PlA activity. Percentages of 
inhibition of pGL2-PlA activity with L-Sox5 and/or Sox6 relative to control are 
given. Data are expressed as the mean ± SEM; n = 4. C. Cos7 cells were 
cotransfected as previously described and total RNA was extracted and reverse-
transcribed. Furin mRNA levels were measured by real-time PCR and normalized to 
18S ribosomal RNA. The results shown are representative of three independent 
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expression of furin mRNA. Taken together, these results indicate a negative 
cooperation between L-Sox5, Sox6 and Sox9 for both furin PIA transactivation and 
furin mRNA expression. 
It is known that Sox DNA-binding requires the presence of highly conserved 
amino acids within the High-mobiiity group (HMG) domain (5I). In particular, 
phenyialanine at position I2 is a key residue within the hydrophobie core that 
interacts with Sax-consensus DNA sequence. To define whereas the negative 
cooperation between Sox6 and Sox9 invoives direct binding of Sox6 to DNA, we 
tested the impact of two previously characterized Sox-HMG-box mutants, namely 
Sox6FI2Y and Sox6Y74A, on Sox9-induced transactivation (Fig. 7 A). Previous 
characterization of these mutants indicated that Sox6FI2Y and Sox6Y74A exhibited 
1.8% and 44.5%, respectively, of DNA-binding capacity to a consensus Sox motif 
compared to Sox6wt (5I). Co-transfection of various concentrations of Sox6wt-
encoding plasmid together with Sox9 resulted in a concentration-dependent inhibition 
of Sox9 induced transactivation, with a 94% inhibition obtained with the highest 
concentration of plasmid (4 µg) used. In contrast, the Sox6FI2Y mutant, which 
displays very low DNA-binding capacity, failed to diminish Sox9-induced PIA 
transactivation, whereas the intermediate DNA-binding affinity mutant, Sox6Y74A, 
had a milder impact, with a 7I % inhibition achieved. Together, these results suggest 
that the repressive effect of Sox6 needs direct binding of its HMG box to DNA. 
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Figure 1. lmpact of Sox6 mutants on Sox9-induced PJA transactivation in HepG2 
cells. A. Amino acid sequence alignment of zfSox9 and mSox6 HMG domains. ( +) 
denotes residues with the same hydrophobicity and letters denote conserved residues. 
Arrows show substitution positions. B. HepG2 cells were cotransfected with 2 µg of 
pGL2-PlA, 2 µg of pCDNA3-hSox9 and plasmids encoding wtSox6, Sox6Y74A or 
Sox6F12Y for 48 h. Luciferase activities were determined and expressed as fold-
induction relative to pGL2-PlA activity. Data are expressed as the mean ± SEM; n = 
9. C. Percentage inhibition of Sox9-induced transactivation with wtSox6 or Sox6 
affinity mutants. Data are presented as percent inhibition of Sox9-induced pGL2-PlA 
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Discussion 
The mammalian convertase furin is responsible for the proteolytic 
activation/maturation of critical chondrogenesis mediators, such as PTHrP, BMPs, 
insulin-like growth factor receptor and TGF~, which are synthesized by 
chondrocytes. To date, however, information on the expression/regulation of the far 
gene in these cells is lacking. W e demonstrated herein that during differentiation of 
the chondrogenic cell line ATDC5, far gene RNAs were expressed in a similar 
pattern as Sox9 mRNAs. Both genes showed peak expression during the nodule 
formation stage, with graduai decline at the prehypertrophic and hypertrophie stages, 
where the expression of both Sox9 andfar mRNAs was barely detectable. We also 
showed that Sox9 transactivates the far PIA promoter and this transactivation 
depends on a paired Sox site located within the distal region of the promoter. Our 
work provides a mechanism by which furin is regulated during chondrogenesis and 
adds furin to the growing list of genes modulated by Sox9, a key regulator of 
chondrogenesis. 
Real-time PCR results demonstrated that Sox9 overexpress10n positively 
regulates furin mRNA levels. As described by Ayoubi et al., three alternative 
promoters direct far expression (43). Promoter Pl was described as being of the 
inducible type. It has both TA TA and CCAA T elements in the proximal promoter 
region, and was reported to be trans-activated by the transcription factors C/EBP, 
GATA-1/FOG, SMADs and HIF-1(41, 52, 53). This feature is relevant to the 
inducible nature of the Pl promoter and to its relatively high level of expression 
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during hepatocyte and megakaryocyte development (52, 54). On the other hand, PIA 
and PIB promoters possess known characteristics of housekeeping gene promoters as 
they are GC-rich and contain several SpI binding sites. So far, the exact function of 
these two promoters remains unknown. Herein, we demonstrate that among the three 
furin promoters, only PIA is transactivated by Sox9, suggesting for the first time that 
one of the roles of the PIA promoter is to drive furin expression during Sox9-
regulated developmental processes such as cartilage/bone formation. 
Promoter deletion and sequence analysis revealed 3 putative heptameric Sox 
sequences (designated A to C sites) within the Sox9 sensitive PIA promoter region. 
Further study of the Sox9-inducible PIA promoter indicated that point mutation 
within the A and B sites abolished Sox9 responsiveness whereas mutations within the 
downstream C site had no impact, indicating that Sox9 PIA responsiveness relies on 
the presence of intact AIB sites. Whereas the dispensable C site corresponds to the 
minimal consensus Sox sequence, the Sox9-sensitive region contains one paired Sox 
binding site that consists of one consensus site (the A site) and one non-consensus 
site (the B site) facing each other and separated by a few base pairs (4 bp). This 
particular spacing and inverted orientation are characteristic of cooperative binding 
involving dimers of Sox proteins (34). The importance of binding cooperativity for 
fur regulation was confirmed by studies indicating that mutations of either the A or B 
sites abolished Sox9 responsiveness of the PIA promoter. 
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As selected members of the Sox family, Sox9 does not form homodimers in 
solution. The dimerization domain appears instead to posses a specific configuration 
that permit dimerization of the molecule only upon binding to appropriate DNA-
binding sites (55), suggesting that Sox9 could bind to either the A, the B or both 
DNA sites, resulting in the formation of homodimeric molecules. In EMSA assay, 
mutation of the A site significantly altered the mobility shift pattern resulting in the 
detection of only one lower band that corresponds to the binding of the monomeric 
form of Sox9 to the intact B site. Interestingly, mutations of the B site led to a 
complete loss of both monomeric or dimeric Sox9 binding to DNA. Thus, even 
though the B site corresponds to a less conserved core consensus Sox sequence, this 
site appears to bind monomeric Sox9 molecules with better affinity than the 
consensus A site. This apparent dichotomy might be explained by previous studies 
indicating that differences in Sox DNA-binding affinity was observed when 
nucleotides flanking the core consensus Sox sequence varies, with a Sox9 nucleotide 
preference being 5' AG (or TC) and 3' GG (or CC) (25). The presence of 5' TC and 
3' CC flanking the B site sequence might explain the observed binding preference of 
monomeric Sox9 to this particular site. 
The observation that Sox9 must fonction as a <limer to transactivate the fur 
gene is consistent with results published regarding SoxlO, the Sox protein member 
most closely related to Sox9. Both SoxlO and Sox9 have, N-terminal to their HMG 
domain, a DNA-dependent dimerization domain essential for cooperative binding to 
inverted paired DNA-binding sites, with spacing and orientation similar to the ones 
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found in the far PIA promoter (28, 34, 46). The interaction between SoxlO dimers 
and DNA differs from that of SoxlO monomers, as it resulted in a reduction of the 
protein's off-rate as well as in a marked increase in protein-induced DNA-bending 
angle (56). The ability of Sox dimers to cooperatively induce DNA-bending might be 
particularly important in the architectural context of the furin PIA promoter. Indeed, 
the Sox9 regulatory region is within the far distal region of the promoter: DNA-
bending by Sox9 dimers may promote the interaction with components of the 
transcription machinery and ubiquitous transcription factors bound to proximal 
promoter elements. The fact that several putative binding sites for the transcription 
factor SpI are found within the PIA proximal region supports this possibility. 
However, additional studies are needed in order to identify the putative cofactor-
binding sites present on the furin PIA promoter. 
The Sox factors, L-Sox5, Sox6 and Sox9, are essential for normal 
skeletogenesis and cooperatively activate the expression of various genes including 
Col2aI(2I, 22) and matrilin-I (57). This enhancing effect is however not consistent 
among all cartilage genes. For example, Sox9-mediated transcription of Col9aI gene, 
a cartilage gene expressed at a differentiation stage other than Col2aI or matrilin-I, is 
repressed by L-Sox5 and Sox6, suggesting that the regulatory mechanism of the Sox 
trio will differ between genes and/or differentiation stages (26, 56, 58). Results from 
our study indicate a negative cooperation between L-Sox5, Sox6 and Sox9 for the 
transactivation of the far gene. Such repression involves direct binding of Sox6 to 
DNA, since Sox6 HMG-box mutants exhibited a repressive activity that corresponds 
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to their DNA-binding affinity. It is known that the Sox protein family members all 
share affinity for the same heptameric consensus sequence (Aff)(Aff)CAA(Aff)G 
(24, 25). One may speculate that Sox6 and possibly L-Sox5 competes with Sox9 for 
binding at either or both of the Sox sites in a pair, thereby exerting a negative 
regulatory effect. Results from EMSA experiments using Sox6 overexpressing Cos 
cells support this possibility, since Sox6 specifically binds the Sox9 A/B enhancer 
element (data not shown). Therefore, direct competition between Sox9, Sox6 and L-
Sox5 at the A/B enhancer appears to prevent Sox9 binding and thereby enhancer 
capability. In the ATDC5 differentiation system, Sox5 and Sox6 are expressed 
similarly throughout the chondrocyte differentiation pathway, while Sox9 and furin 
are mostly expressed during the nodule formation stage. It is therefore possible that at 
this differentiation stage, the increase in Sox9 concentration will favour binding of 
this particular Sox family member to the A/B enhancer. 
In addition to the far gene shown in this study, Sox9 binds as a <limer to the 
regulatory region of several cartilage collagen genes, including Col2al (21, 22), 
Coll la2 (33, 34), Col9a2 (32), and Col27al (59) as well as other non-collagen 
cartilage genes including aggrecan (35, 46), CD-RAP (46), and matrilin-1 (57). As 
opposed to this, the same transcription factor was reported to bind as a monomer to 
cis elements found in the regulatory region of the sex-determining genes SFl and 
vanin-1 (60). The importance of Sox9 dimerization for differential regulation of 
Sox9-responsive sex and cartilage genes was further confirmed with the 
identification of patients with mutations that disrupt the dimerization domain of 
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Sox9. These mutations resulted in a form of campomelic dysplasia characterized by 
cartilage abnormalities but not sex reversai, indicating that dimerization is required 
for the regulation of chondrogenesis but not sex-determination genes (28, 46). 
Consistent with this, our study indicating the requirement of a paired Sox site (A/B 
site) for fur regulation may ex plain why this enzyme is regulated during 
chondrogenesis while a lack a modulation was observed during testis development 
(61). 
During rat embryogenesis, in situ hybridization studies have revealed 
differential spatial and temporal expression of the fur gene, with higher levels of 
mRNA detected in the heart and liver at early developmental stages. In mid- and late 
gestational stages, furin is more widely distributed in the peripheral tissues with 
abundant expression in all precartilaginous bodies of skeletogenic centers, such as the 
cartilage primordium of cephalic bones, vertebral bodies, ribs, and femurs (15). This 
pattern of embryonic expression coïncides both in time and localization, with the 
expression of the critical chondrogenesis mediators and furin substrates PTHrP (62), 
BMPs (63) and TGF~l (64). It has been firmly established that TGF-P and BMP-4 
are essential for skeletal development since they regulate the endochondral pathway, 
whereas BMP-4 also controls the rate of cartilage formation and chondrocyte 
differentiation (65, 66). In vitro, TGF~ enhances the expression of collagen type II 
and aggrecan by isolated chondrocytes as well as cartilage explants (7, 8, 65, 66). 
PTHrP, in tum, controls the rate of hypertrophie chondrocyte differentiation. In the 
growth plate, PTHrP inhibits the rate at which chondrocytes, present in columns of 
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proliferating cells, exit the cell cycle and are converted to post-proliferative 
hypertrophie chondrocytes ( 4, 6, 67). Therefore, the proper expression/regulation of 
furin in chondrocytes would likely to be important for the bioavailability of 
mediators involved in chondrocyte differentiation. 
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3. DISCUSSION 
L'ostéoarthrite est la maladie la plus commune des articulations. Aux États-Unis, on 
estime que 16 millions de personnes en sont atteintes. Associé au vieillissement de la 
population, le nombre de personnes atteintes ne peut qu'augmenter et les coûts 
engendrés par l' ostéoarthrite risquent de devenir très importants. Malgré les 
nombreux efforts de recherche dont cette pathologie fait l'objet, aucun traitement 
curatif n'est encore disponible. De plus, l'étiologie même de la maladie demeure 
toujours inconnue. 
Des études récentes ont mené certains auteurs à émettre l'hypothèse que 
l' ostéoarthrite serait causée par une perte de fonctions des chondrocytes articulaires. 
Les chondrocytes articulaires sont normalement dans un état qualifié de dormance. 
Au fait, il est généralement accepté que les chondrocytes articulaires sont des cellules 
ayant fait un «arrêt sur image» à un moment précis, lors de leur différenciation. Cet 
état de différenciation bien précis leur permet d'exprimer un éventail de gènes de 
telle sorte que ces cellules sont alors en mesure de former un cartilage articulaire et 
de le maintenir fonctionnel. Les chondrocytes qui ne sont pas destinés à devenir des 
chondrocytes articulaires poursuivent leur différenciation (ossification 
endochondrale) dans le but ultime de former une matrice osseuse, puis un squelette. 
Plusieurs molécules et facteurs de croissance sont impliqués dans la régulation de 
l'ossification endochondrale. BMP-4, TGF-~ et PTHrP sont, en plus d'être maturés 
par la furine, trois joueurs importants dans cette régulation. À partir de ces 
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informations, nous voulions vérifier le patron d'expression de la furine dans un 
modèle cellulaire de différenciation chondrocytaire. 
En tant que modèle expérimental, nous avons opté pour la lignée cellulaire 
chondrocytaire murine ATDC5. Ces cellules ont la particularité qu'une fois mises en 
présence d'insuline, elles reproduisent de façon ordonnée les différentes étapes de la 
chondrogenèse. Nous avons donc procédé à différents essais de différenciation avec 
les cellules ATDC5. Lors de ces essais, l' ARN total a été extrait de cultures à 
différents intervalles de temps de façon à nous permettre de déterminer, dans un 
premier temps, s'il y avait différenciation puis dans un deuxième, d'identifier les 
différentes étapes franchies. Les résultats obtenus de l'analyse par RT-PCR del' ARN 
extrait nous permettent d'affirmer que lors de nos essais, les cellules ATDC5 
subissent un processus de différenciation et passent effectivement par les différentes 
étapes caractéristiques de l'ossification endochondrale. En effet, l'analyse de 
l'expression du collagène de type II et X, deux gènes utilisés comme marqueur de 
différenciation, démontrent que ceux-ci subissent des modulations d'expression 
similaire à celles rapportées dans la littérature (SHUKUNAMI et al., 1997; 
AKIY AMA et al., 2000). 
L'expression coordonnée de ces gènes nous permet d'identifier les étapes de 
différenciation atteintes par les cellules A TDC5 selon le temps de culture. Ainsi, 
nous pouvons déterminer que l'étape de prolifération débute au jour 0 et se termine 
de façon typique au jour 5, soit lorsque les cellules atteignent le niveau de 
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confluence. L'étape de condensation débute à la confluence cellulaire et se 
caractérise par le début d'expression du collagène de type II. C'est lors de cette étape, 
soit entre les 14ème et 2lème jours de culture, que l'on peut observer le début de 
formation de nodules cartilagineux. L'étape de préhypertrophie débute vers le jour 21 
au moment où l'expression du collagène de type II diminue pour éventuellement être 
remplacé par le collagène de type X. On croit que c'est à cette étape que les 
chondrocytes articulaires arrêteraient leur processus de différenciation. L'éventail de 
gènes exprimés au stade préhypertrophique permettrait la formation de cartilage 
répondant aux propriétés nécessaires aux fonctions caractéristiques du cartilage 
articulaire, soit la résistance à la pression et à la friction. L'expression du collagène 
de type X marque le début de l'étape d'hypertrophie. Ce dernier change les propriétés 
du cartilage formé subséquemment et amorce le processus de minéralisation qui 
mènera à la formation des os. Dans notre modèle expérimental, le patron 
d'expression des différents gènes ainsi que la détermination des différentes étapes 
selon le temps de culture sont en accord avec la littérature. En effet, l'expression en 
fonction du temps des marqueurs de différenciation utilisés, soit le collagène de type 
II et X, va de pair avec les études utilisant le même modèle de différenciation 
validant ainsi le modèle expérimental (MUSHTAQ et al., 2002; AKIYAMA et al., 
2000; SHUKUNAMI et al., 1997). 
Dans notre étude, nous démontrons pour la première fois, que le gène de la furine est 
modulé selon la différenciation de la lignée chondrocytaire A TDC5. Ce résultat a été 
obtenu de l'analyse par RT-PCR et confirmé par essais de PCR en temps réel. Les 
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résultats obtenus par ces deux technologies nous indiquent que l'expression du gène 
de la furine est parallèle à celle du collagène de type II et du facteur de transcription 
Sox9. L'expression de la furine augmente de façon significative à l'étape de 
condensation, suggérant un rôle de celle-ci à cette étape et possiblement à l'étape de 
préhypertrophie. Il est intéressant de noter que l'expression de la furine va de pair 
avec la disponibilité temporelle de deux substrats importants dans la transition des 
phases préhypertrophique à hypertrophique, soit le PTHrP et BMP-4. 
Nous avons entrepris d'identifier le ou les facteurs de transcription impliqués dans 
l'expression de la furine chez les chondrocytes. Suite aux résultats obtenus lors des 
essais de différenciation avec la lignée cellulaire ATDC5, soit une expression 
parallèle de la furine et de Sox9, le premier candidat fut le Sox9, un facteur de 
transcription reconnu pour jouer un rôle de premier plan chez les chondrocytes lors 
de la formation des os. 
Afin d'investiguer l'implication de Sox9 dans la régulation du gène de la furine, nous 
avons tout d'abord testé la surexpression de Sox9 chez les cellules HepG2. Cette 
lignée cellulaire a été choisie pour trois raisons. Premièrement, ces cellules expriment 
le facteur de transcription Sox9 de façon endogène, assumant ainsi que la machinerie 
transcriptionnelle nécessaire à Sox9 est présente. Deuxièmement, contrairement aux 
autres lignées chondrocytaires, les cellules HepG2 n'expriment pas les facteurs de 
transcription L-Sox5 et Sox6. Ceci permet d'éviter les effets indésirables entre les 
différents membres de cette famille. Troisièmement, il s'agit d'une lignée cellulaire 
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utilisée de façon routinière dans le laboratoire. Les essais de PCR en temps réel nous 
indiquent que Sox9 active de plus de 4.3 fois les niveaux d' ARNm de la furine. Nous 
avons aussi déterminé lequel des trois promoteurs de la furine était impliqué dans 
l'effet observé. Les résultats des essais luciférase effectués nous indiquent que parmi 
les trois promoteurs de la furine, soit Pl, PIA et PIB, le promoteur PIA est le seul à 
être activé par Sox9 avec une augmentation de son activité basale de 4.9 fois. Ces 
résultats nous suggèrent que Sox9 a une action positive sur l'expression du gène de la 
furine via le promoteur PIA. À notre connaissance, c'est la première étude rapportant 
une régulation du promoteur PIA de la furine. Ce résultat est surprenant puisque 
suite aux différentes études effectuées au laboratoire, nous nous attendions à une 
activation préférentielle du promoteur Pl. Ce dernier est reconnu pour être régulable 
grâce à la présence d'éléments de régulation TAT A et CCAAT qui se situent dans la 
séquence proximale du promoteur. D'autre part, les promoteurs PIA et PIB 
correspondent à des promoteurs de type constitutifs qui se caractérisent par de 
multiples sites de liaison SPI et une capacité de régulation limitée. Ceci dit, la 
régulation du promoteur PIA par Sox9 est en accord avec son rôle développemental. 
Sox9 est connu pour être important dans l'activation de gènes impliqués dans les 
évènements liés au développement, incluant la détermination . du sexe mâle et la 
formation du squelette. 
L'activité du promoteur du collagène de type II est reconnue pour être étroitement 
liée à la présence de Sox9. Les études de Lefebvre et al. ont démontré que la 
présence de Sox9 était essentielle pour l'expression du gène du collagène de type II 
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(LEFEBVRE et al., I997). Pour nous permettre de relativiser le niveau d'activation 
du promoteur PIA de la furine par Sox9, nous avons, dans un premier temps, 
comparé la réponse du promoteur PIA en entier avec une portion du promoteur du 
collagène de type II contenant un élément de réponse à Sox9 puis, dans un deuxième 
temps, avec un promoteur synthétique contenant cet élément de réponse répété quatre 
fois. Nous avons démontré que l'activation du promoteur de la furine était supérieure 
à celle de l'élément de réponse du collagène de type II et comparable à l'élément de 
réponse répété quatre fois. Les essais effectués nous permettent d'avancer que le 
promoteur PIA de la furine est activé à des niveaux semblables à ceux du promoteur 
du collagène de type Il. 
Notre étude de délétion en 5' du promoteur PIA nous a permis de déterminer que la 
région -2096/-I563 était nécessaire à la réponse à Sox9. De plus, nous avons mis en 
évidence la présence de deux séquences consensus Sox dans cette région du 
promoteur. Des essais luciférase ont été effectués avec différents mutants ponctuels 
de façon à déterminer l'importance relative de chacun des deux sites dans l'activation 
du promoteur PIA par Sox9. Les résultats ont démontré deux faits intéressants. 
Premièrement, pour obtenir une activation maximale du promoteur PlA, les deux 
séquences consensus Sox doivent être intactes. L'inactivation d'un des deux sites 
résulte en une baisse importante de l'activation observée par Sox9, suggérant que 
celui-ci agit sous forme de dimère. Deuxièmement, une des séquences consensus Sox 
identifiées aurait un rôle plus important dans cette régulation. L'inactivation de site B 
inhibe complètement l'effet activateur de Sox9 alors que l'inactivation du site A ne 
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réduit que partiellement l'activité du promoteur PIA. Il semble donc évident que les 
deux séquences consensus Sox identifiées dans la région -2096/- I563 du promoteur 
PIA de la furine sont nécessaires à son activation complète. Cette observation n'est 
pas unique au promoteur de la furine et des critères d'organisation précis des sites de 
reconnaissance Sox en vue de la formation de dimères ont été développés. Ainsi, la 
position de ces sites de reconnaissance Sox l'un par rapport à l'autre est compatible 
avec les exigences nécessaires à la formation de dimères de Sox9. En effet, les sites 
Sox9 fonctionnels du promoteur PIA de la furine sont orientés de façon à se faire 
face l'un par rapport à l'autre et ils sont séparés par 4 nucléotides (BRIDGEWATER 
et al., 2003). 
La capacité de Sox9 à former des dimères a été reconnue grâce à l'identification d'un 
patient possédant une mutation dans le domaine de dimérisation de cette protéine. 
(BERNARD et al., 2003 ; SOCK et al., 2003). Ce patient souffrait de dysplasie 
campomélique mais, contrairement aux patients jusqu'ici répertoriés et atteints par 
cette maladie, il n'avait aucun symptôme de réversion de sexe. Dans cette étude, les 
auteurs ont démontré de façon élégante que le mutant Sox9 conservait sa capacité à 
transactiver les gènes associés au phénotype sexuel au détriment de ceux associés à la 
chondrogenèse (BERNARD et al., 2003). Plusieurs études tendent à démontrer que la 
dimérisation de Sox9 est impliquée dans la régulation de gènes participant au 
développement du squelette, dont les collagènes de type II (SOCK et al., 2003), de 
type IX (BERNARD et al., 2003), de type XI (SOCK et al., 2003; BERNARD et al., 
2003; BRIDGEWATER et al., 2003) ainsi que CD-RAP (SOCK et al., 2003). Le 
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second rôle de Sox9, soit la détermination du sexe mâle, serait quant à lui joué par la 
version monomérique de Sox9, tel que démontré dans les cas du SFI (steroidogenic 
factor I) (BERNARD et al., 2003) et du AMH (SOCK et al., 2003). La participation 
des monomères et dimères de Sox9 dans la régulation du collagène de type II est plus 
ambiguë. Selon l'étude de SOCK et al. (2003) Sox9 s'associerait aux multiples sites 
de liaison Sox présents dans la séquence de son promoteur si bien que 4 complexes 
correspondant aux 4 sites de liaisons consensus peuvent être détectés par essai de gel 
de rétention. Deux des quatre sites heptamériques répondent aux critères permettant 
la formation de dimères alors que les deux autres ne permettent que la liaison du 
facteur de transcription monomérique. 
Les essais de gels de rétention (EMSA) effectués nous ont fourni de précieux 
renseignements sur le type de relation existant entre l' ADN contenant les sites de 
reconnaissance Sox et la protéine Sox9. Les résultats obtenus avec un oligonucléotide 
contenant les deux sites de liaisons consensus Sox9 du promoteur PIA de la furine 
nous indiquent que Sox9 forme un lien direct avec les sites consensus identifiés dans 
la région -2096/-I563 du promoteur. Sox9 lie ces deux sites en tant que dimère, et la 
mutation d'un des deux sites inhibe la formation de ce dimère. Puisque seule l'action 
du dimère de Sox9 permet l'activation complète du promoteur PIA, ceci suggère 
donc un rôle de la furine dans le processus de formation des os (BERNARD et al., 
2003; BRIDGEWATER et al., 2003; SOCK et al., 2003). 
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Il nous est maintenant possible d'élaborer un modèle de la liaison de Sox9 au 
promoteur PlA de la furine. Selon nos résultats, il y aurait dans un premier temps, 
liaison d'une molécule de Sox9 au site B. Ce site possède possiblement une plus 
haute affinité pour la protéine Sox9 que le site A. Il a été démontré par MERTIN et 
al. (1999) qu'en plus de la séquence consensus reconnue par les membres de la 
famille Sox, certaines protéines de cette famille ont une affinité plus grande pour 
certaines séquences d' ADN. Selon les auteurs, les nucléotides en 5' et en 3' 
influenceraient l'affinité de reconnaissance. Ainsi, la liaison de Sox9 favoriserait une 
séquence précédée de AG (ou TC) en 5' et qui se terminerait par GG (ou CC) en 3'. 
Ces éléments supportent nos observations, car la séquences de liaison au site B 
correspond à cette situation. Dans un deuxième temps, il y aurait formation d'un 
dimère due à la liaison d'une deuxième molécule Sox9 au site A. À elle seule, la 
première étape a la capacité d'activer le promoteur PlA mais l'activation maximale 
n'est obtenue que par la formation de dimères. 
Les résultats de gels de rétention nous révèlent la présence d'un complexe d'une 
masse moléculaire supérieure à celui correspondant au duplexe de Sox9. Il est 
possible que ce complexe soit formé par un dimère de Sox9 en association à une 
protéine non identifiée. Dans la littérature, quelques groupes de recherche ont 
rapporté la présence de protéines formant un complexe avec le facteur de 
transcription Sox9. C'est le cas lors de l'activation du gène du collagène de type Il. 
Une protéine toujours non identifiée, nommée COL2C2, a la capacité de former un 
lien protéine-protéine avec Sox9 menant à 1' activation du gène du collagène de type 
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II (KAMACHI et al., 1999; KAMACHI et al., 2000). Un autre facteur de 
transcription, SFl, forme lui aussi un lien direct avec Sox9, mais cette fois lors de 
l'activation du gène de l'hormone anti-Müllerian (AMH) qui est impliquée dans la 
détermination du sexe mfile (DE SANTA BARBARA et al., 1998; KAMACHI et al., 
2000). Dans les deux cas, les auteurs ont démontré que la présence des protéines 
partenaires de Sox9 est essentielle à une activation maximale des gènes cibles. 
Sox9 n'est pas le seul membre de la famille des facteurs de transcription Sox à 
former un complexe avec d'autres protéines lors de l'activation de gènes. C'est aussi 
le cas lors de l'activation du fibroblast growth factor 4 (FGF-4) par Sox2 en synergie 
avec la protéine Oct-3 (AMBROSETTI et al., 1997). Dans leur étude, les auteurs ont 
démontré que ces deux protéines s'associaient au promoteur du FGF-4 et qu'une 
interaction directe entre Sox2 et Oct-3 était nécessaire pour une activation maximale. 
Une deuxième protéine forme un complexe spécifique avec Sox2 lors de l'activation 
du gène ô-cristallin chez le poulet (KAMACHI et al., 1995). En effet, la protéine 
ôEF3 s'associerait physiquement au motif HMG de Sox2 de façon à augmenter 
l'affinité de cette dernière pour l' ADN. Ces observations sont à la base de 
l'hypothèse selon laquelle les Sox exerceraient une sélection des gènes cibles via 
l'entremise de protéines spécifiques à ces derniers. Jusqu'à maintenant, dans tous les 
cas sauf un, l'expression de ces protéines partenaires s'est avérée limitée aux organes 
ou tissus correspondant aux gènes activés (KAMACHI et al., 2000). L'exception 
concerne la protéine COL2C2 qui semble être exprimée dans un grand nombre de 
tissus (BI et al., 1999). 
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Malgré une importance dans le processus de chondrogenèse, le rôle moléculaire 
précis des facteurs de transcription L-Sox5 et Sox6 demeure inconnu. Certains 
auteurs avancent que ces deux protéines joueraient un rôle dans le mécanisme de 
transcription en réorganisant la structure de l' ADN (LEFEBVRE, 2002). Le gène 
Col2al est le seul pour lequel des résultats in vivo et in vitro sont disponibles. L-Sox5 
et Sox6 agiraient chez les chondroblastes de façon à augmenter l'expression des 
gènes activés par Sox9. Sox5 et Sox6 auraient donc un rôle de coopération avec 
Sox9. Cela dit, le mécanisme sous-jacent demeure spéculatif. Des études récentes ont 
suggéré que Sox5 et 6 agissent en tant que répresseurs de la transcription de certains 
gènes. MURAKAMI et al. (2001) ont démontré que Sox6 réprimait l'activité du 
promoteur du gène Fgf-3 lors d'essais de transfections transitoires en se liant à des 
éléments de régulation. ZHANG et al. (2003) ont également observé un effet de 
répression dans le cas du gène Col9al lors d'essai de transfections transitoires en co-
exprimant L-Sox5, Sox6 et Sox9. 
Nos résultats supportent un rôle répresseur de L-Sox5 et Sox6. En effet, ces derniers 
régulent à la baisse de façon significative l'activité du promoteur PIA de la furine 
induite par Sox9. Par contre, nos résultats ne démontrent pas un mode d'action 
coopératif entre L-Sox5 et Sox6. Aucun effet de coopération n'est observé lorsque 
ces deux protéines sont co-transfectées. 
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Par contre, un élément de réponse intéressant, pouvant mener à l'explication de 
l'effet répresseur de L-Sox5 et Sox6, a été obtenu dans notre étude lors de 
l'utilisation de mutants avec différentes affinités pour l' ADN (HSIAO et al., 2003). 
Des trois versions de la protéine Sox6 utilisées, l'une correspondait au type sauvage 
dont on avait assigné une affinité arbitraire de 100%. Les deux autres variants ont été 
mutés de façon à obtenir une affinité pour l' ADN modérée ( 44.5%) et faible (1.8% ). 
Seuls les sites HMG de ces mutants ont été modifiés permettant ainsi de ne pas 
affecter la structure finale ainsi que la stabilité des protéines. Les résultats des essais 
effectués avec ces mutants nous démontrent qu'une diminution de l'affinité pour 
l' ADN de Sox6 diminue son effet répressif dans l'activation du promoteur PlA 
induite par Sox9. Notre observation concernant l'interaction Sox9/Sox6 dans 
l'activation d'un promoteur est tout à fait nouvelle. Cceci suggère que Sox6, et 
possiblement L-Sox5, étant donné la haute homologie dans leur séquence HMG, 
aurait une affinité plus grande que Sox9 pour l'élément de réponse Sox sur le 
promoteur PlA. La répression observée pourrait donc être expliquée par un 
phénomène de compétition d'affinité entre les différentes protéines Sox. 
Nos résultats concernant l'interaction positive entre Sox5, 6 et 9 concordent avec les 
connaissances actuelles que nous avons de la famille des Sox. Dans notre modèle, les 
trois protéines reconnaissent toutes une même séquence de base correspondant à la 
séquence Sox consensus. Les nucléotides situés en 3' et 5' de cette séquence vont 
permettre de modifier/spécifier l'affinité des différents Sox (MERTIN et al., 1999). Il 
est alors possible que Sox6 ait plus d'affinité que Sox9 pour la séquence de liaison 
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identifiée dans le promoteur PIA de la furine. Remis dans un contexte physiologique, 
il est connu, surtout pour des facteurs de transcription impliqués dans le processus de 
développement, que ceux-ci agissent à la fois comme activateur et répresseur. De 
cette façon, les différents gènes impliqués dans les processus de développement sont 
activés dans un laps de temps adéquat l'un par rapport à l'autre de façon coordonnée, 
et ceci, avec un minimum de facteurs de transcription. 
92 
4. Conclusion 
Cette étude avait pour but, dans un premier temps, d'étudier la régulation du gène de 
la proprotéine convertase furine dans un modèle de chondrogenèse puis, dans un 
second, de déterminer le ou les facteurs de transcription impliqués. Pour atteindre nos 
objectifs, nous avons utilisé un modèle cellulaire de différenciation chondrocytaire 
reconnu auquel nous avons joint la technique de RT-PCR. Ceci nous a permis 
d'accumuler des résultats quant à l'expression de la furine dans un tel processus ainsi 
que les facteurs de transcription pouvant jouer un rôle dans sa régulation. Nous avons 
démontré, lors de la différentiation de la lignée cellulaire ATDC5, que la furine était 
exprimée parallèlement au collagène de type II et que le facteur de transcription Sox9 
était responsable de cette expression via l'activation du promoteur PlA. Nous avons 
également poussé un peu plus loin notre investigation afin d'identifier les 
mécanismes moléculaires impliqués. Ainsi, Sox9 agit de façon dimérique par 
l'intermédiaire de deux sites de liaison au sein du promoteur PlA de la furine. 
Finalement, les facteurs de transcription L-Sox5 et Sox6 agissent comme régulateur 
négatif de l'activité du promoteur PlA de la furine induit par Sox9. Par contre, 
certains éléments restent à être précisés. Il serait nécessaire de comparer nos résultats 
avec un autre modèle d'ossification endochondrale. Par exemple, le modèle de 
réparation de fracture chez la souris permet de récapituler in vivo toutes les étapes de 
ce processus. Il serait aussi intéressant d'explorer les niveaux protéiques des 
différents acteurs répertoriés dans notre système cellulaire. Finalement, il serait 
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pertinant d'étudier la différenciation de chondrocytes déficient en furine pour 
déterminer son importance dans ce processus. 
Les connaissances recueillies sont très importantes pour l'orientation de projets futurs 
ayant pour but la mise au point d'une thérapie ayant pour cible les SPCs. Depuis 
plusieurs années, les recherches sur l' ostéoarthrite ont permis de comprendre de 
mieux en mieux cette pathologie. Malheureusement, encore aujourd'hui, très peu de 
thérapies sont disponibles. Il est bien connu que la furine mature un éventail de 
substrats ayant un rôle primordial dans la formation et le maintien du cartilage 
articulaire tel que le TGF~, le PTHrP et le BMP-4. Il serait plus qu'intéressant de 
vérifier si une surexpression de la furine peut apporter des changements quant à la 
progression de la maladie. Les travaux de NAKAJIMA et al. (2002) ainsi que ceux 
de McMAHON et al. (2005) ont démontré que la surexpression de la furine pouvait 
mener à une augmentation de la production de facteurs de croissances matures. Ainsi, 
il serait donc possible chez un patient atteint d'arthrite, qu'une surexpression de 
furine puisse jouer un rôle bénéfique afin de contrecarrer le développement de la 
pathologie au niveau des articulations par le biais d'une thérapie par exemple. Dans 
un premier temps, il pourrait être avantageux d'augmenter les niveaux d'expression 
de la convertase afin de bloquer la différenciation des chondrocytes articulaires grâce 
à l'action du TGF~ et du PTHrP puis, dans un second temps, de promouvoir la 
production de cartilage articulaire via l'action du BMP-4. Ceci pourrait être vérifié 
dans un modèle expérimental d'osthéoarthrite chez le chien. Il serait plus 
qu'intéressant· de vérifier si une surexpression de la furine peut apporter des 
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changements quant à la progression de la maladie. Cela dit, il faudrait avant tout 
éclaircir la relation existante entre L-Sox5 et Sox6 ainsi que définir leur rôle dans la 
régulation du gène de la furine selon l'état (hétéro/homodimère) dans lequel ils sont 
retrouvés. Il serait aussi important de démontrer hors de tout doute que la répression 
du gène de la furine causé par Sox6 résulte d'une compétition d'affinité. L'utilisation 
de diverses concentrations et/ou combinaisons de protéines purifiées dans des études 
de gels de rétention seront donc nécessaires. 
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